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1. Wprowadzenie

Publikowane od 1984 roku prace badawcze Katedry Technologii Chemicznej
Srodkéw Leczniczych Akademii Medycznej w Gdansku dotyczace budowy oryginalnej
dziedziny chemii 1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyny 1 ich przemian w pochodne
2-merkaptobenzenosullfonamidu, zaowocowaly poznaniem licznych sulfonamidow
wykazujacych zalezna od struktury interesujaca aktywnos$¢ diuretyczna, hipotensyjna,
przeciwarytmiczng, przeciwnowotworowa lub skierowana wobec HIV, a 2-merkaptobenzeno-
sulfonamidy (MBSA) uznane zostaly za nowa klas¢ efektywnych inhibitorow integrazy
1 replikacji wirusa HIV-1 (MBSA). Z kolei opublikowane w latach 1991 i 2001 dwie prace
innych zespotéw badawczych (Shinogi Research Laboratories, Shinogi & Co., Ltd Koka-cho,
Shigo 520-34, Japan; Pfizer Global Research and Development, Groton, CT 06340) wskazaty
na nowe, alternatywne mozliwosci syntezy niektorych 3-(dimetyloamino)-1,1-diokso-1,4,2-
benzoditiazyn 1 2-(fenylo- Iub metylo)-1,1-diokso-2,3-dihydro-1,4,2-benzoditiazyno-3-
tionow.

Przedstawiona do oceny rozprawa habilitacyjna jest podsumowujacym omowieniem
uzyskanych w latach 1997-2005 wynikéw badan autora, zmierzajacych do poszerzenia
wiedzy o metodach syntezy pochodnych 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu oraz
zalezno$ciach miedzy ich struktura chemiczna i aktywno$cia przeciwnowotworowa lub
zdolnoscia hamowania funkcji integrazy HIV-1. Integralna czgécia rozprawy sa zalaczone
kserokopie opublikowanych 8 prac czastkowych (P1-P8), ktore zawieraja szczegOlowe
informacje o badaniach strukturalnych (IR, 'H-NMR, "“C-NMR i MS) i
rentgenostrukturalnych, a takze obliczen kwantowo-chemicznych otrzymanych nowych

zwiazkow.

P1.  Stawinski J., Syntheses and some reactions of 3-amino-6-chloro-7-methyl-1,1-dioxo-
1,4,2-benzodithiazine. Polish J. Chem., 75, 1309-1316 (2001).

P2.  Stawinski J., Syntheses of N-aryl-N’-(4-chloro-2-alkylthio-5-methylbenzenesulphonyl)
guanidines with potential biological activity. Polish J. Chem., 76, 937-944 (2002).

P3.  Stawinski J., Bednarski P., Griinert R., Reszka P., Syntheses of a new series of N-
amino-N-(benzenesulphonyl)guanidine derivatives with potential antitumor activity.

Polish J. Chem., 77, 53-64 (2003).



P4.  Stawinski J., Bednarski P., Reszka P., Syntheses and in vitro antitumor activity of
3-amino-N-(4-chlorobenzenesulfonyl)guanidine derivatives containing N -arylidene
moiety. Polish J. Chem., 78, 369-379 (2004).

PS.  Stawinski J., Gdaniec M., Synthesis, molecular structure, and in vitro antitumor
activity of new 4-chloro-2-mercaptobenzenesulfonamide derivatives.

Eur. J. Med. Chem., 40, 377 - 389 (2005).

P6.  Stawinski J., Synthesis of a new series of 4-chloro-2-mercapto-5-methylbenzene-
sulfonamide derivatives with potential antitumor activity.
Eur. J. Med. Chem., 39, 179-188 (2004).

P7.  Stawinski J., Syntheses of some new 4-chloro-2-mercapto-N-(4H-1,2,4-triazol-3-
yl)benzenesulphonamides with potential anticancer or anti-HIV activity.
Acta Polon. Pharm.-Drug Res., 54, 461-466 (1997).

P8. Kuo Ch.L., Assefa H., Kamath S, Brzozowski Z., Slawinski J., Saczewski F.,
Buolamwini J.K., Neamati N., Application of CoOMFA and CoMSIA 3D-QSAR and
docking studies in optimization of mercaptobenzenesulfonamides as HIV-1 integrase

inhibitors. J. Med. Chem., 47, 385 — 399 (2004).

W dwoch pierwszych rozdziatlach rozprawy przedstawiono charakterystyke
istniejacego  stanu  wiedzy o sulfonamidach  przeciwnowotworowych 1  HIV-
przeciwwirusowych  oraz  znane  sposoby  syntezy  pochodnych  2-merkapto-
benzenosulfonamidu. W kolejnych rozdziatach oméwiono wyniki badan wlasnych nad
synteza 1 aktywnoscia biologiczna nowych pochodnych  4-chloro-2-merkapto-
benzenosulfonamidu, ktorych oczekiwana aktywnos¢ przeciwnowotworowa oceniat w testach
in vitro National Cancer Institute (Bethesda, USA) lub Department of Pharmaceutical and
Medicinal Chemistry (University of Greifswald, Niemcy), a wptyw na hamowanie funkcji
integrazy HIV-1 i dokowanie w enzymie badat Department of Pharamceutical Sciences

(University of Southern California, Los Angeles, USA).

Panu Profesorowi Zdzistawowi Brzozowskiemu
i Panu Profesorowi Franciszkowi Sqczewskiemu
sktadam serdeczne podziekowania
za inspiracje, Zyczliwosc i tworczq dyskusje oraz stworzenie przychylnych warunkow

do realizacji tej pracy.



2. Charakterystyka istniejacego stanu wiedzy o sulfonamidach

przeciwnowotworowych i HIV-przeciwwirusowych

W  ostatnim dziesigcioleciu obserwuje si¢ ponowny wzrost zainteresowania
sulfonamidami jako potencjalnymi $rodkami leczniczymi. Zainteresowanie to nie ogranicza
si¢ do kontynuowania poszukiwan sulfonamidéw o aktywnosci przeciwbakteryjne;j,
hipoglikemicznej czy diuretycznej, lecz dotyczy gtéwnie ich zaleznych od struktury innych
kierunkoéw dziatania biologicznego. Pojawiaja si¢ liczne doniesienia o sulfonamidach jako
selektywnych inhibitorach COX-2, antagonistach receptora bradykininowego B,
selektywnych antagonistach receptora 5-HT;, selektywnych antagonistach receptora
endotelinowego ET,, ligandach receptora serotoninowego 5-HTs czy tez selektywnych
inhibitorach bakteryjnej kolagenazy. Jednak liczbowo najwigkszy udziat w tych doniesieniach
stanowig prace dotyczace syntezy i mechanizmow biologicznego dziatania sulfonamidow o
aktywnosci przeciwnowotworowej lub skierowanej wobec HIV.

Choroby nowotworowe, ze wzgledu na czgstos¢ wystgpowania i nikle mozliwosci
wyleczenia, sa jednym z najwazniejszych wyzwan wspotczesnych nauk medycznych i
chemicznych. Wérdd wielu sposobow zwalczania nowotwordow szczegolne miejsce przypada
chemioterapii. Nie jest to jednak spowodowane duza skutecznoscia stosowanych juz srodkow
leczniczych, lecz brakiem lepszych sposobow walki z chorobami nowotworowymi.
Niedoskonala wspolczesna chemioterapia uzasadnia celowos$¢ kontynuowania poszukiwan
nowych, bardziej skutecznych i bezpiecznych cytostatykow.

Niemniej waznym problemem wspoéiczesnej nauki jest walka z choroba nabytego
niedoboru odpornosci immunologicznej (AIDS) wywotanej wirusem HIV-1, najlepiej
poznanym drobnoustrojem w dziejach nauki a wciaz niepokonanym w konfrontacji z
naturalnymi sitami odporno$ciowymi jak i wspolczesnymi metodami leczenia.

Historig sulfonamidéw przeciwnowotworowych zapoczatkowaly opublikowane w
latach 1988 — 1992 prace dotyczace syntezy oraz aktywnos$ci przeciwnowotworowej 4-amino-
N-(chinoksalin-2-ylo)benzenosulfonamidéw [1,2] i N-arylosulfonylomocznikéw [3.,4], ktore
to grupy zwiazkdw wczesniej budzily zainteresowanie jako potencjalne $rodki
bakteriostatyczne, przeciwcukrzycowe lub selektywne i efektywne $rodki ochrony ro$lin.

Do najwczesniej poznanych sulfonamidow o aktywnos$ci skierowanej wobec HIV-1
zaliczy¢ mozna opisane w 1996 roku pochodne 5,5,11-triokso-10H-pirolo[1,2-
b]1,2,5]benzotiadiazepiny (PBTDs) oraz 1-(benzenosulfonylo)-1H-pirolu 1
1-(benzenosulfonylo)-1H-indolu [5,6], chociaz zwiazki te z reguly sa omawiane jako analogi

diarylosulfonow znanych wczes$niej z aktywnosci wobec HIV-1.
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Wspotczesne poszukiwania potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych i HIV-
przeciwwirusowych prowadzone sa w oparciu o wyniki testow biologicznych nowych grup
zwiazkow lub celowo zmodyfikowanych struktur zwiazkow znanych juz ze wspomnianych
kierunkow aktywnos$ci biologicznej. Strategia tych poszukiwan sprowadza si¢ tez do prob
atakowania wybranych celow biochemicznych cyklu komérkowego nowotworéw lub dobrze
poznanego cyklu rozwojowego wirusa HIV-1.

Poznane w ostatnich latach, wzbudzajace coraz szersze zainteresowanie liczne
sulfonamidy  przeciwnowotworowe 1  HIV-przeciwwirusowe  charakteryzuja  sig
réznorodnoscia struktur podstawowych i mechanizmoéw dzialania biologicznego. Ich
struktury 1 kierunki dziatania przeciwnowotworowego [7-9] lub przeciw HIV [8,9] sa
omoOwione w pracach przegladowo-pogladowych opublikowanych w latach 2002-2003 [7-9].

Przedstawiony dalej przeglad sulfonamidow obejmuje zwiazki reprezentujace znane
juz grupy cytostatykow Iub potencjalnych $rodkow HIV-przeciwwirusowych, a takze
zwiazki, ktorych wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowa lub skierowana wobec HIV nie
jest jeszcze powiazana z ich wplywem na okreSlone procesy biochemiczne cyklu

komorkowego nowotworow lub cyklu rozwojowego wirusa HIV-1.

2.1.  Sulfonamidy przeciwnowotworowe zaburzajqce cykl komorkowy

Jednym z najwcze$niej poznanych sulfonamidéw przeciwnowotworowych byt N-(5-
chlorochinoksalin-2-ylo)benzenosulfonamid 1 (CQS) [1], ktéry w stezeniach 10 pg/ml
hamuje wzrost wielu linii komérkowych nowotworow ludzkich raka piersi, pluc, czerniaka i
jajnika [1,2,10]. W badaniach nad mechanizmem jego dziatania stwierdzono jak dotad, ze
inkubowanie komorek czerniaka (B16) lub ludzkich jednojadrzastych komorek krwi

obwodowej w obecnosci CQS hamuje cykl komorkowy w fazie GO/G1 [1,2,10].

1: (CQS)

W kolejnych latach nastapit wyrazny postgp w poszukiwaniach nowych, aktywnych
przeciwnowotworowo  sulfonamidow.  Badania nad synteza 1 aktywnoscia
przeciwnowotworowa  szeregu  pochodnych  N-(2-anilinofenylo)benzenosulfonamidu,
pozwolily na wyselekcjonowanie struktury wiodacej 2 [11]. Sulfonamid ten w testach in vitro

hamowat wzrost wieku komoérek nowotworowych, jednak w badaniach in vivo na myszach
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jego aktywno$¢ okazata si¢ wyraznie stabsza [11]. Wiele wysitku wlozono w poszukiwanie
aktywnych przeciwnowotworowo kolejnych sulfonamidow, w ktorych podobnie jak w
strukturze wiodacej 2, dwa pierScienie aromatyczne sa zwigzane atomem azotu W pozycji orto
do grupy sulfonamidowej. Wynikiem tych prac bylo wyselekcjonowanie dwodch analogow
wyrdzniajacych  si¢  aktywnos$cia  przeciwnowotworowa in  vivo, tj. N-[2-[(4-

hydroksyfenylo)amino]-3-pirydynylo]-4-metoksybenzenosulfonamidu 3 (E7010) [11-14] i

— HN HN— /) HN
Me4<\:/>~802 MeOOSOZ N MeOOSOZ
HN HN HN NH

7 N
=/

2 3: (E7010) OH 4: (ER-34410) [

N-(2-fluoro-10,11-dihydro-5H-dibenzo[b,e][ 1,4]diazepin-6-ylo)benzenosulfonamidu 4 (ER-
34410), nalezacych do anytmitotycznych sulfonamidow drugiej generacji [12,15].

Pierwszy z nich, E7010 w dawkach p.o. 25-100 mg/kg hamuje wzrost guza
nowotworowego okreznicy (38) u myszy o 60-99% [11-14] i wykazuje réwniez efektywne
dziatanie w stosunku do linii komoérkowych biataczki (P338) opornych na dziatanie
winkrystyny, cis-platyny i 5-fluorouracylu. Stwierdzono rowniez, ze E7010 wiaze si¢ z -
tubuling, zaburzajac tym samym faz¢ M cyklu komorkowego [11-14]. Drugi, ER-34410
wykazal ponad dwukrotnie wyzsza w poroéwnaniu z E7010 aktywno$¢ in vitro w stosunku do
wielu linii komérkowych nowotworow ludzkich. Jego skutecznos$¢ przeciwnowotworowa w
dawce 50 mg/kg i.v. byla poréwnywalna z efektem wywotanym przez E7010 po podaniu p.o.
w dawce 400 mg/kg [15]. Analiza zalezno$ci struktura-aktywno$¢ (SAR) szeregu
antymitotycznych sulfonamidow typu 3 1 4 wskazala na ugrupowanie p-metoksy-
benzenosulfonamidowe jako optymalne dla ich aktywnos$ci przeciwnowotworowej [15, 16].

Aktywno$cia ~ przeciwnowotworowa  obdarzone sa  roéwniez  analogowe
4-metoksybenzenosulfonamidowe pochodne o wzorze ogdlnym 5, w ktorych dwa pierscienie
aromatyczne N-podstawnika potaczone sa mostkiem winylenowym. Zwiazek 6 (HMN-154) w
badaniach in vitro wyrdznil si¢ wysoka aktywnoscia przeciw komodrkom linii KB raka
nosowo-gardlowego (ICso = 0,0026 ug/ml) i1 raka okreznicy (38) (ICso = 0,003 pg/ml) [17,
18]. Prawdopodobny mechanizm jego dzialania polega na wiazaniu si¢ z tymozyna B-10 i

aktywatorem transkrypcji — biatkiem NF-YB [18].



5:RY-R*=H, Me

6: (HMN-154) R - R* = H

Wiele nadziei wiaze si¢ obecnie z pochodnymi N-(7-indoilo)benzenosulfonamidu o
og6lnym wzorze 7 [19,20], z ktorych do drugiej fazy badan klinicznych w Europie 1 Stanach
Zjednoczonych wytoniono Indisulam 8 (E7070) [19,20].

RL/=—\ HN HN—\
<:/}So2 H2N5024<j%so2
HN_

HN
R2 2

7:R! = MeO, CI, NO,, NH, CN 8: (E7070)
R?=Cl, CN Indisulam

Wykazuje on znaczaca aktywno$¢ przeciwnowotworowa zarowno w badaniach in vitro (I1Csg
= 0,10 pg/ml) jak tez in vivo przeciw komoédrkom raka okrg¢znicy (HCT-116). Podawany
dootrzewnowo lub dozylnie w dawce 25 mg/kg (po 4 dniach) powoduje nie tylko
spowolnienie, lecz rdwniez znaczng redukcj¢ rozmiaru guzéw raka okreznicy (HCT-116,
LS174T, SW620 i HCT-5) [21] oraz ptuc (LX-1, PC-9), wzglednie catkowita remisjg takich
guzéw jak (HCT-116, LX-1) po 8 dniach podawania. W opinii wielu autorow E7070 uwazany
jest za najbardziej aktywny przeciwnowotworowo sulfonamid sposrdd opisanych do 2001
roku [15,21-23]. Wyniki badan jego mechanizmu dzialania sugeruja, Zze nalezy on do nowe;j
klasy inhibitoréw wielu punktéw kontrolnych cyklu komérkowego ze wskazaniem na fazg¢ G1

[15].
2.1.1. Sulfonamidy - inhibitory deacetylazy histonowej (HDAC)

Uwaza sig obecnie, ze zwiazki bedace inhibitorami deacetylazy histonowej (HDAC)
moga by¢ potencjalnymi srodkami przeciwnowotworowymi [24,25]. Acetylacja/deacetylacja
biatek histonowych to kluczowy proces w przebudowie chromatyny i funkcjonalnego
regulowania transkrypcji genéw [24,25]. Enzymy te uczestnicza w procesach regulacyjnych
cyklu komorkowego oraz w onkogenezie, stad tez znalezienie skutecznych inhibitorow tych

enzymoOw moze stanowi¢ istotny przetom w leczeniu chorob nowotworowych [24,25].
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Interesujacymi i skutecznymi inhibitorami HDAC, wykazujacymi rowniez zdolnosé
hamowania wzrostu niektorych typéw nowotworéw w badaniach modelowych na myszach
okazaty si¢ niektore pochodne kwasu 4-(benzenosulfonamido)cynamonohydroksamowego 9 i
amidu kwasu 4-(benzenosulfonamido)cynamonowego 10. Zwiazki te oraz ich analogi
zréznicowane rodzajem i/lub umiejscowieniem podstawnikow w pierScieniu ugrupowania
benzenosulfonylowego hamowaty aktywnosci HDAC-1 in vitro przy niskich st¢zeniach
mikromolowych: ICso = 0,01 — 0,7 uM dla zwiazku 9 1 jego analogow lub ICsp = 1-4 uM dla
zwiazkoéw typu 10 [24].

Ve = Mg
@750 HN—OH >/ o° HN@

MeO R

9 10: R = Me, MeO, R 2=H,MeO

Sulfonamidy 9 i 10 wykazaty rdwniez aktywno$¢ cytotoksyczng in vitro w stosunku do linii
komoérkowych nowotworow ludzkich takich jak: T24, HCT-116, SW48, A549, H446, DU145,
MDAmb 231 i MCF-7 (ICsp = 0,2 - 9 uM) [24]. Z kolei w modelowych badaniach in vivo na
przeszczepach guzow nowotworowych, w ktorych zwiazki 9 i 10 podawano i.p. w dawkach
40-50mg/kg przez 21 dni, odnotowano zdolno$¢ hamowania wzrostu raka pluc (A549) w 57%
i raka okrg¢znicy (HCT-116) w 45-55% [24]. Mechanizm dziatania zdaniem autorow, polega

na hamowaniu cyklu komoérkowego w fazie G1 [24].
2.1.2. Sulfonamidy - inhibitory kinazy 2 cyklinozaleznej (CDK2)

Kinazy sa kluczowymi regulatorami podziatu komorkowego, a ich inhibitory moga
by¢ wykorzystane jako leki przeciwnowotworowe. Wséréd poznanych dotad sulfonamidow
efektywnymi inhibitorami kinazy 2 cyklinozaleznej (CDK?2) okazaty si¢ pochodne 4-{[(7-
okso-16,17-dihydro-8 H-[1,3]tiazolo[5,4-e]indol-8-ylideno)metylo]amino } benzenosulfon-
amidu o og6lnym wzorze 11. Sulfonamidy te, wykazuja duze powinowactwo do CDK2 (ICs
= 5,6 — 9,7 nM). W badaniach in vitro na komoérkach nowotworowych (HFF, RKO, HT29,
SW620, MDAMB468) wykazaty réwniez wysoka zdolno$¢ hamowania ich wzrostu (ICsp =
0,65 — 13 uM) [26].
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Sulfonamid 11¢, w ktorym podstawnik R jest 2-pirydylem, blokuje cykl komorkowy w fazie
G1/S oraz chroni zdrowe komorki przed cytotoksycznym efektem wywotanym chemioterapia

[26,27]

2.1.3. Sulfonamidy - inhibitory transferazy farnezylowej (FT)

Wsréd onkogendw odpowiedzialnych za procesy nowotworowe u ludzi, onkogeny Ras
stanowia jeden z bardziej interesujacych celéw chemioterapeutycznych. Zmutowane geny Ras
znaleziono w okoto 30% populacji ludzkich nowotworow, szczegélnie czgsto wystepuja one
w nowotworach trzustki, okreznicy, odbytu, ptuc i bialaczki. Biatko Ras, peptyd o masie 21
kDa zbudowany z nukleotydéw guaninowych, jest odpowiedzialny za stymulacje czynnikdéw
wzrostu nowotworu, gdy ulokowany jest na wewngtrznej powierzchni btony plazmatycznej
[28,29]. W nastgpstwie wspomnianych mutacji biatko Ras jest w stanie ciaglej
,hadczynnosci” 1 powoduje kaskad¢ niekontrolowanej proliferacji.

Biochemiczny proces farnezylowania grupy SH cysteiny w pozycji C-terminalnej
fragmentu CAAX (C-cysteina, A- alifatyczny aminokwas, X- dowolny aminokwas) — wysoce
konserwatywnej sekwencji biatka Ras, katalizowany przez transferaz¢ farnezylowa (FT)
prowadzi do zakotwiczenia zmodyfikowanego biatka Ras do blony komorkowej i podjgcia
przez nie funkcji aktywujacych wzrost komoérek [28,29]. Uwaza sig, ze inhibitory FT sa
efektywnymi czynnikami blokujacymi funkcje aktywacyjne biatka Ras, bedac jednoczesnie
skutecznymi in vitro (kolonie komoérkowe) oraz in vivo (zwierzgce modele nowotworow)
zwiazkami przeciwnowotworowymi [28,29].

Przedstawiona ponizej pochodna 4-(2-tiofenosulfonylo)-1,4-benzodiazepiny 12 (BMS-
214662), reprezentujaca grup¢ sulfonamidow z endocyklicznym atomem azotu, jest
skutecznym inhibitorem procesu farnezylowania mutantow H-Ras (ICsp = 0.7 nM) i K-Ras

(IC50 =19 nM)
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Zwiazek ten a w testach in vivo wykazatl wysoka aktywno$¢ w stosunku do ludzkich
nowotworow raka okreznicy (HCT116, HT29), raka ptuc (Calu-1), pecherza (EJ-1) i trzustki
(MiaPaCa-2) [30,31]. Podawany doustnie lub dootrzewnowo, w dawkach réwnych lub
mniejszych od tolerowanych, powodowal catkowity zanik przeszczepionych guzéw
nowotworowych. Sulfonamid ten jest obecnie w I fazie badan klinicznych i jest podawany

doustnie lub dozylnie pacjentom z choroba nowotworowa [32].
2.1.4. Sulfonamidy - inhibitory p-tubuliny

Leki antymitotyczne sa efektywnymi $srodkami w leczeniu wielu typéw nowotwordw.
Przyktadami moga by¢ takie zwiazki pochodzenia roslinnego jak winkrystyna, winblastyna,
kolchicyna lub taksol, ktére wiaza si¢ z tubuling [33].

Nowa klasa zwiazkow bedacych inhibitorami polimeryzacji tubuliny sa N-(arylo)-
pentafluorobenzenosulfonamidy typu 13-16. Zwiazki te silnie hamuja wzrost réznorodnych
typdw nowotwordéw, w tym linii komdrkowych opornych (MDR), przy nanomolowych

wartosciach Glso w zakresie 11- 165 nM [34].

R F . FF =
H/NQR HN %H
F %\\O F Sy =
o

2 110
R o)
F F F F
15
13: R! = Me, OMe, NMe,; R? = H, Me F F —
H/NQO
14: (T138067) R 1= OMe; R®=F F S8 J
e} (@]
F F
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Szczegolnie obiecujacym jest N-(3-fluoro-4-metoksyfenylo)-2,3,4,5,6-pentafluoro-
benzenosulfonamid 14 (T138067), ktory znajduje si¢ aktualnie w II fazie badan klinicznych
[33-35].

Stwierdzono, ze T138067 laczy si¢ kowalencyjnie z cysteing-239 izoformy 1, 2 i 4 B-
tubuliny w wyniku nukleofilowego podstawienia atomu fluoru w pozycji 4 pier§cienia
pentafluorobenzenosulfonamidowego przez grupg¢ SH cysteiny. Kowalencyjna modyfikacja -
tubiliny hamuje polimeryzacj¢ heterodimeréw ao,pB-tubulim w mikrotubulach, co w
konsekwencji powoduje zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M 1 wywoluje

programowana $mier¢ komorek - apoptoze [33].

2.2. Sulfonamidy przeciwnowotworowe - inhibitory metaloproteinazy (MMP)

Metaloproteinazy (MMP) naleza do rodziny endopeptydaz zawierajacych cynk. Ich
dziatanie polega na degradacji i przebudowie biatek macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM).
Enzymy te towarzysza wielu réznym stanom patologicznym, w tym réwniez
odpowiedzialnym za angiogenezg, wzrost i rozprzestrzenianie si¢ guzow nowotworowych
[36]. Zauwazono na przyklad znaczne podwyzszenie st¢zenia MMP w obrebie tkanek
otaczajacych nowotwory inwazyjne — stromelizyng-1 (MMP-3) wykryto w sasiedztwie
czerniakow 1 przerzutow raka piersi. Ostatnie lata przynosza liczne doniesienia o syntezie
inhibitorow MMP jako potencjalnych zwiazkéw przeciwnowotworowych [36].

Skuteczne inhibitory MMP powinny posiada¢ zdolno§¢ koordynacyjnego wiazania
cynku i tworzenia wigzan wodorowych z resztami kwasu glutaminowego i alaniny enzymu.
Za wiazanie to odpowiedzialne sa najczesciej ugrupowania N-hydroksyacetamidowe, grupy
karboksylowe, merkaptanowe lub sulfodiiminowe [36], niezbg¢dne jest rowniez oddziatywanie
pozostatych fragmentow struktury z innymi rejonami wiazacymi enzymu, jak na przyklad
kieszeniami S1, S1°, S2’ i S3’. Takimi oddziatywaniami charakteryzuja si¢ mi¢dzy innymi
sulfonamidowe pochodne kwaséw hydroksamowych lub karboksylowych, stanowiac wazna
grupg inhibitorow wielu typow metaloproteinaz [37,38].

W badaniach klinicznych znajduja si¢ obecnie trzy sulfonamidy o wzorach: 17 (CGS
27023A), 18 (CGS 25966) oraz 19 (Agouron, AG-3340). Zwiazek z podstawnikiem N-(3-
pirydylometylowym) 17 jest inhibitorem MMP o szerokim spektrum dziatania, badanym
klinicznie jako potencjalny $rodek przeciwnowotworowy [39]. Jego analog N-(benzylowy) 18
oraz kwas 2,2-dimetylo-4-[4-(4-pirydyloksy)fenylosulfonylo]tiomorfolino-3-hydroksamowy
(Agouron) 19, badane sa klinicznie jako zwiazki zapobiegajace przerzutom nowotwordéw

[38,40].
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17: X= N (CGS 27023A)

18: X = CH (CGS 25966) 19: Agouron (AG-3340)

Niektére inne doniesienia o selektywnych inhibitorach MMP dotycza
bifenylosulfonamidowych pochodnych kwaséow karboksylowych o ogélnym wzorze 20, ktore

wykazuja zdolnos$¢ inhibicji MMP-2,-3,-9 1 -13 przy niskich nanomolowych wartosciach 1Cs,

[41-43].
O OMe
R ox [
N\
HO)H/ S

77\
R

20: R = i-Pr, propargil, Bz, CN'BOC

Zdolnos¢ selektywnego blokowania metaloproteinaz ma istotne znaczenie ze wzgledu
na efektywno$¢ przeciwnowotworowa inhibitora. Niektore z MMP, jak na przyktad
zelatynazy A 1 B (MMP-2 1 -9) nazywane tez kolagenazami typu IV, sa Sci$le zwiazane z
procesem rozwoju nowotworu [44,45]. Nalezy podkresli¢, ze doswiadczalne myszy
pozbawione MMP-2 i -9 wykazuja duza odpornos¢ zard6wno na wzrost jak i przerzuty
nowotworow [46,47]. Selektywne blokowanie MMP mozliwe jest poprzez réznicowanie i
wiasciwy dobdr podstawnika, ktorym jest arylo- lub diarylosulfonylowy fragment czasteczki
oddziatujacy z kieszenia S1° enzymu [48]. MMP dziela sig¢, bowiem na dwie klasy
strukturalne, pierwsza o wzglednie glebokiej kieszeni S1° (MMP-2, -3, -8, -9 i -13) oraz druga
z plytka kieszenia S1° (MMP-1 i -7) [49,50].

Najnowsze prace donosza o syntezie szeregu pochodnych 4-[5-(4-metoksyfenylo)-
tiazol-2-ylo]benzenosulfonamidéw o ogélnym wzorze 21, z ktorych zwiazek 21a wykazywat
60-krotnie wyzsza aktywno$¢ jako inhibitor MMP-2 i -9 w pordéwnaniu z referencyjnym

zwiazkiem 17 (CGS 27023A) [51].
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21: R1=0OH,NHOH: R2=0OH, NHOH
21a:R1=0OH; R2=0H

R S0
Zwiazek ten, dokowany w modelu receptora MMP-9A16 [52] wykazywat zdolno$¢ tworzenia
wiazan wodorowych z Leul81, Alal82, Glu219 i Pro238 jak rowniez koordynacyjnego
wiazania jonu Zn(II) atomami tlenami grupy karboksylowej w pozycji C2 fragmentu kwasu
glutaminowego, podczas gdy aromatyczny fragment 5-(4-metoksyfenylo)tiazoilowy

zajmowat kieszen S1 receptora [51].

2.3. Sulfonamidy o nieznanym mechanizmie dziatania przeciwnowotworowego

Jednymi z pierwszych, wyselekcjonowanych do badan klinicznych sulfonamidéw
przeciwnowotworowych byt N-(5-indanylosulfonylo)-N’-(4-chlorofenylo)mocznik 22 (LY
186641) 1 N-(2,3-dihydro-1-benzofurano-5-sulfonylo)-N'-(3,4-dichlorofenylo)mocznik 23
(LY 295501) [3,4,53]. Zwiazki te, jak tez N-(p-tolilosulfonylo)-N-(4-chlorofenylo)mocznik
24 wykazaty wysoka aktywno$§¢ w badaniach na wielu szeregach migdzygatunkowych
przeszczepow jednorodnych guzéw nowotworowych u myszy [3,4,15,53-57]. Nie zostat jak
dotad catkowicie poznany mechanizm dziatania wspomnianych sulfonylomocznikow, jednak
wydaje sig, ze ich aktywno$¢ nie jest zwiazana z wptywem na DNA, RNA oraz syntezg biatek

[3,4,15,53-57].

®)
Me. -~
NN N__K L_RK
. . cl A -
AT 2T A
OO0 o 00 o 00 o
cl cl cl
22: Sulofenur (LY 186641) 23: (LY 295501) 24

Obiecujace wyniki I 1 II fazy badan klinicznych tej grupy zwiazkow sktonity badaczy
chinskich do syntezy ich analogdéw. Zastapiono ugrupowanie mocznikowe bioizosterycznym
ugrupowaniem  hydroksyguanidynowym.  Otrzymane pochodne  N-hydroksy-N’-(4-
chlorofenylo)-N""-R',R? R*-(benzenosulfonylo)guanidyny o ogdlnym wzorze 25 w testach in

vitro wykazaly zrdéznicowana aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Wysoka zdolnoscia



16
hamowania wzrostu komorek raka okreznicy COLO 205 (ICsp = 6-12 ug/ml) i raka KB (ICsg
= 7-12 pg/ml) wyrozniaty si¢ zwiazki 25a-c [54].

Rl 25a:R'= O,N<_)-0 R%R®=C,R'=H
H
3 Ny N~ .pl 7 N 2 53 4
R S OH A 25b: R = O,N o O\ R, R°=ClI,R"=H
O OHN R al
o5 o e R'=Me, R, R®=H R'=Cl

Zwiazek 25b w badaniu modelowym mysiego czerniaka (K1735/M2) hamowat wzrost guza o
70,7% po podaniu p.o. 300 mg/kg w dwoch cyklach pigciodniowych [54].

Kolejne modyfikacje struktury wspomnianych N, N -diarylosulfonylomocznikow,
polegajace na zastapieniu ugrupowania mocznikowego ugrupowaniem aminoguanidynowym,
zaowocowaly uzyskaniem szeregu 1-amino-2-benzenosulfonyloguanidyn o ogélnym wzorze
26, z ktorych aktywnoS$cia przeciwnowotworowa wyrdzniata si¢ 1-amino-1-metylo-3-(4-
chlorofenylo)-2-(5-indanylosulfonylo)guanidyna 27. Podawana myszom z nowotworem jelita

grubego w dawce p.o. 500 mg/kg przedtuzata zycie o 154% [58].

Rl
4
B 0k
“n-R _N N.
R2 //S\\ \\l/ H //S\\ \\l/ NH2
o HN\R3 O OHN__~
|
=
26 21 Cl

Inng ze strategii poszukiwan nowych zwiazkéw przeciwnowotworowych jest synteza
sulfonamidowych pochodnych znanych cytostatykow, oparta na wczesniejszych
spostrzezeniach, ze sulfanilamidy takie jak sulfanilamid, sulfadiazyna lub sulfapirazyna
[59,60] selektywnie kumuluja si¢ w niektérych migsakach. Przykladami moga by¢
sulfanilamidowe pochodne iperytu azotowego 28 lub potaczenie sulfadiazyny i chlorambucilu
29. Toksycznos¢ ostra 4-amino-N, N-di(2-chloroetylo)benzenosulfonamidu 28 jest ponad 250-
krotnie nizsza w poréwnaniu z iperytem azotowym, przy jednoczesnej zdolnosci hamowania

wzrostu migsaka (S-180) w dawce 30-60 mg/kg o 38 - 47% [61]. Niska toksyczno$¢ 1 wysoka
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aktywno$¢ przeciwnowotworowa in vivo z indeksem terapeutycznym okoto 50, odnotowano

tez dla zwiazku 29 [61].

Cl W‘*ﬁ

N N N
O\\ N O\
0=~ > ¢l S5 N0

Cl

NH; NH,

28 29

Kilka oryginalnych szeregdw sulfonamidow o interesujacej aktywnosci
przeciwnowotworowej udato si¢ wytoni¢ w cyklu badan zespotu pracownikow Katedry i
Zakladu Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych AMG nad synteza i zalezno$ciami
struktura-aktywnos$¢ biologiczna zwiazkow z farmakoforowym ugrupowaniem 4-chloro-2-
tiobenzenosulfonamidowym [62-78], ktorych aktywno$¢ oceniat National Cancer Institue
(Bethesda, USA) w testach in vitro na 50-60 liniach komoérkowych pochodzacych z 9 réznych
typow nowotwordw ludzkich. Na zwrocenie uwagi wydaja si¢ zaslugiwaé przedstawione
dalej szeregi pochodnych 2-merkaptobenzenosulfonamidu A-C [62-71] 1 1,1-diokso-1,4,2-
benzoditiazyny D-F [72-77]:

A. Pochodne 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu o ogdélnym wzorze 30, w
ktorych sulfonamidowy atom azotu jest zwiazany z jedno- lub dwupierscieniowym uktadem
heterocyklicznym takim jak S5-amino-1H-1,2,4-triazol 30a [62,63], 4,5-dihydro-1H-1,2,4-
triazol-5-on 30b [64], 1,4,5,6-tetrahydropirymidyna 30c [65], benzimidazol 30d [66], 1,2,4-
triazolo[4,3-a]pirydyna 30e [67] lub 3,4-dihydrochinazolina 30f [68]

30
R = Me, 4-C-PhNHCO Rl =Me R3 R!=Me
| H
N H N N_

= X N RZ:\W O RZ:\W 3
R R

N-N N-NH N
R* R*

R = H, 4-(Cl lub Me)-Ph, 2-naftyl R3 = 4-C-Ph R® = H, Me

R* = H, Ph, 2-pirydyl, 2-chinoksalinyl R4 = H, Me

30a 30b 30c
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R3=H, Me R3=H, Cl, CF4 R%=Ph AN R4
R* = H, Me R*=H, CF, R*=H, Cl
R®=H, Cl, CF4
30d R6 = H. Me 30e 30f

B. Pochodne  4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu z  endocyklicznym
sulfonamidowym atomem azotu wbudowanym w pierscien perhydro-1,2,4-triazyn-3-onu typu

31 [69] lub imidazolu o wzorze ogblnym 32 [70]

N2
7 pa /
R* SO Me S ~

31

R = Me, PANHCO, 4-CIl-PhNHCO, 4-Me-PhNHCO Ar = Ph, 3-Cl-Ph

C. Pochodne 1-allilo-3-amino-2-(4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyny o

wzorze ogolnym 33 [71]

/7 \\
00 HN . R! = Me, COOMe, PhNHCO, 4-(Cl lub F)-PhNHCO

D. Pochodne (6-chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn-3-ylo)hydrazyny o wzorze
ogolnym 34 [72]

cl S \N,RZ
D[ T H R = Me, COOMe
R! g-N R? = Me, PhCO, 2-imidazolidynyl

O// \\O lub 3-pirydynokarbonyl
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E. Pochodne (6-chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn-3-ylo)metanidéw
4-dimetyloaminopirydyniowych [73] 1 N-(6-chloro-7-metylo-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn-

3-ylo)arylosulfonamidanéw aminiowych o wzorach ogo6lnych 351 36 [74]

R2 O\\ ,Ar

cl S al s

ow B
e O
1 _N N
R S © R s 9
HB OO0 HB
35 36

R! = H, Me, arylo- lub heteroarylokarbamoil R=H, Me, PANHCO
R? = CN, 4-NO ,-PhCO

R3 = PhCO, 4.Cl-PhCO lub COOEt Ar =Ph, podstaw iony fenyl lub

2,5-dichlorotienyl

— =
B= N_ )-NMe, B= N:/>—NMe2Iub TEA

F. Pochodne 5,5-diokso-8-chloroimidazo[1,2-b][1,4,2]benzoditiazyny  [75,76]

1 2-fenyloamino-5,5-diokso[1,2,4]triazolo[2,3-b][1,4,2]benzoditiazyny [77] o wzorach

ogolnych 371 38
Cl S\|/N Cl SYN
NH
R N j@E _N- )
S 7 R' SN ;
o ofe) oo R

37 38 R* R2

R = Me, CN, COOMe, arylokarbamoil,
heteroarylokarbamoil lub heteroaryl

R® = Me, COOMe Iub CN
R%=H, Me lub Cl
R3=H, Me lub MeO
R* = H, Me lub MeO

Poréwnujac aktywno$¢ przedstawicieli poszczegdlnych grup zwiazkow z
farmakoforowym ugrupowaniem 4-chloro-2-tiobenzenosulfonamidowym w przedzialach
niskich stgzen molowych hamujacych wzrost komérek nowotworowych w 50% (Glsp < 3,0
pM) i 100% (TGI < 10 uM) mozna uznaé, ze ich struktury wiodace reprezentuja

przedstawione nizej sulfonamidy 32a, 35a, 36a, 37a-c i 38a-b.

Nowotwory | Linie komorkowe | Glso [uM] TGI [uM]
~N 2 biataczki CCRF-CEM 2,8 7,7
c D[S =\ HL-60(TB) 1,6 7.6
N .
Me 'S? N \( ol okreznicy COLO-205 1,6 2.3
OO0 O MCF 7 2,8 8,6
32a NCI/ADR-RES 1,7 5,5
HS 578T 1,9 7,4
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N
I “ Nowotwory | Linie komoérkowe | Glso [uM] | TGI [uM]
cl S
j@ NOO czerniak UACC-257 <0,01 <0,01
Me S —\ @ Me
00 N =N ptuc HOP-62 <0,01 <0,01
35a = Me
Cl
o /©/ Nowotwor | Linia komorkowa | Glso [uM] TGI [uM]
0-$
“ SNA biataczka SR <0,01 3,16
N =\ @ Me
Me S HN =N
o = M
36a ¢
Cl SY N
NS
R 77\
/ N\
37a-c
Aktywno$¢ przeciwnowotworowa
Nr zw. R Nowotwory Linie G5 [LM] TGI [uM]
komoérkowe
0
o biataczki HL-60(TB) <0,01 <0,01
37a Me N
I mozgu SF-539 1,82 4,89
o]
t HOP-62 1,66 3,80
HN A P : :
37b S:N\:Cj piersi MCF 7 1,73 3,39
N jajnika OVCAR-3 1,77 3,47
0
37c 'S
N nerki CAKI-1 0,26 0,82
>




Aktywno$¢ przeciwnowotworowa

Nr zw. R Nowotwory Linie Glso [uM] | TGI [uM]
komorkowe
biataczki SR 0,02 0,12
38a CN pluc HOP-92 0,35 5,75
jajnika OVCAR-3 1,12 2,45
38b COOMe jajnika IGROVI 0,07 1,51
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2.4.  Sulfonamidy HIV-przeciwwirusowe

Przedstawiony przeglad obejmuje sulfonamidy bgdace inhibitorami kolejnych etapow
cyklu rozwojowego wirusa HIV-1, poczawszy od procesu zakazenia komoérki gospodarza
poprzez syntez¢ komplementarnego dwuniciowego DNA i jego integracje¢ z genomem
gospodarza az po rozszczepienie biatek prekursorowych w procesie dojrzewania i uwalniania

wirionow potomnych.
2.4.1. Sulfonamidy - antagonisci receptora dla chemokin CCRS5

Wirus HIV, wykorzystujac czasteczkg CD4 wystgpujaca gtownie na limfocytach T
pomocniczych oraz koreceptory nalezace do receptorow dla chemokin, zakaza rdzne
populacje limfocytow, makrofagdw i komorek dendrytycznych. Wirusowe biatko otoczkowe
gp120 wykazujace wprawdzie niewielka homologi¢ strukturalna z chemokinami, rozpoznaje
jednak 1 wiaze receptory dla chemokin np. CCRS i CXCR4. Potaczenie gpl20 i CD4
powoduje odstanianie petli V3, wysoce zmiennego fragmentu (na skutek licznych mutacji)
gpl120, ktore wiaze jeden z wymienionych koreceptoréw. To z kolei powoduje zmiany
strukturalne glikoproteiny gp41 (odstonigcie konca bogatego w aminokwasy hydrofobowe),
ktora to glikoproteina zakotwicza wirusa w btonie komorkowej 1 umozliwia jego endocytoze
[79]. Zainteresowanie rola receptora CCRS5 w zapobieganiu zakazeniom wirusem HIV-1
datuje si¢ od czasu, kiedy w 1995 roku zidentyfikowano chemokiny MIP-1a, MIP-18 i
RANTES jako czynniki powstrzymujace endocytoze szczepdw M-tropowych wirusa HIV-1
[80]. Chemokiny te, sa fizjologicznymi ligandami receptora CCRS, ktéry w nastgpstwie
uznany zostat za specyficzny dla zakazen makrofago-tropowymi szczepami wirusa HIV-1
[81].

Finke 1 wspotpracownicy przeprowadzili syntezy szeregu 2-arylo-1-(N-metylo-N-
fenylosulfonyloamino)-4-(piperydyn-1-ylo)butanow typu 39 — 41 i stwierdzili, ze niektore z
nich sa silnymi antagonistami receptora CCRS5 [82-84]. Stwierdzili roOwniez, ze aktywnosci tej
sa pozbawione analogi strukturalne, w ktorych ugrupowanie sulfonamidowe zastapiono

karboksyamidowym [82]. Jako struktury wiodace wskazali zwiazki 39 1 40
0]
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wyrozniajace si¢ selektywnym nanomolowym powinowactwem do receptora CCRS (39: 1Cs
= 10 nM [83]; 40: ICso = 5 nM [84]), bez tendencji do wiazania spokrewnionych receptorow
dla chemokin CCR1, CCR2, CCR3 i CCR4 (39: ICsy > 10 000 nM) [83].

Wykazano ponadto, ze niektore wigksze modyfikacje struktury podstawnikow
podstawowego ugrupowania 1-sulfonyloamino-4-(1-piperydynylo)butanowego prowadza
rowniez do wysokoaktywnych i selektywnych antagonistow CCRS, ktorych przykitadami
moga by¢ zwiazki 41 (ICso = 30 nM) [83] 1 42 (ICsp = 18 nM) [85] oraz 43 i 44 (ICso= 2-20
nM) [86].
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43: R = H, 2-pirydyl; X=H, OH 44: R = H, 2-pirydyl

Konfrontacja przedstawionych struktur wiodacych nowej grupy sulfonamidowych
antagonistow CCRS z ich zdolnos$cia zapobiegania infekcjom wirusem HIV-1 nie byla jak

dotad przedmiotem prac opublikowanych.

2.4.2. Sulfonamidy - inhibitory odwrotnej transkryptazy HIV-1

Nienulkeozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy HIV-1 (NNRTI) hamuja
infekcje HIV poprzez wiazanie si¢ z enzymem w miejscu allosterycznym nie bgdacym
receptorem dla naturalnych substratow odwrotnej transkryptazy (RT) [87,88]. Migjsce to jest
oddalone o okoto 10 A od miejsca wiazacego substraty RT, jednak sa one funkcjonalnie
powiazane [87,88]. Sposrad klinicznie stosowanych sulfonamidowych inhibitoréw RT HIV-1
wymieni¢ mozna jak dotad, tylko 2-({4-[3-izopropyloamino)pirydyn-2-ylo]piperazyn-1-
ylo}karbonylo)-1H-indolo-5-metanosulfonamid 45 [87,88]
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Duze nadzieje wiaze si¢ z pochodnymi N-[4-aminosulfonylo)-2-metylofenylo]-2-[4-
chloro-2-(benzoilo)fenoksyJacetamidu o ogolnym wzorze 46, ktérych wysoka aktywno$¢
skierowana jest przeciw dzikim typom wirusa HIV-1 (ICsp <2 nM) oraz 16 mutantom (ICsy <
10 nM). Sa one szczeg6lnie aktywne wobec szczepow Y181C i K103N NNTRI-opornych.
Zdaniem autoréw, aktywnos$¢ ta i korzystne wyniki badan farmakokinetycznych $wiadczy¢
moga, ze najaktywniejszy z nich 46a (GW4511) posiada atrybuty nowego kandydata na lek z
grupy NNTRI [89].

46:RY, R?=H,F,Cl,CN, CF3
46a: R' = CF3; R? = F(GW4511)

Aktywnos¢ przeciw-HIV-1 (IIIB) i HIV-2 (ROD) wykazuja rowniez pochodne 4-
[(1,2-dihydro-2-okso-3H-indol-3-ylideno)amino]-N-(4,6-dimetylo-2-pirymidinylo)
benzenosulfonamidu o ogdlnym wzorze 47, z ktorych najaktywniejszym okazal si¢ zwiazek

47a: ECsp = 8.0 pg/ml HIV-1 (IIIB) 1 90.9 pg/ml HIV-2 (ROD) [90].

47:R'=H, Ac; R%2=H, CI, Br, Me
47a:R'= COCH3; R?=H

Inhibitory odwrotnej transkryptazy 1 replikacji wirusa HIV-1, Artico 1
wspotpracownicy poznali w otrzymanych szeregach nowego typu diarylosulfonéw 48 i 49

[5,6,91], w ktérych atom azotu ugrupowania sulfonamidowego jest wbudowany w pierscien
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pirolu lub indolu. Zwiazkami wyr6zniajacymi si¢ aktywnos$cia przeciw-HIV-1 i/lub indeksem
terapeutycznym okazaty si¢: 48a (ICso = 15,08 uM, TIso > 20) [5,91], 48b-d (ICso = 0,14 —
0,22 uM, TIso > 500-2140) [5] 1 49 (ICso =1 — 15 uM) [6].

N

R4
L o\ \ ) oR @7

48a 48b-d: R = Me, Et, i-Pr 49: R'=Cl, NO,, NH,
R?=H, Cl
R®=H, Cl, NO,
R* = H, COOEt

Wigksze nadzieje wiaze si¢ z kolejna grupa sulfonamidéw, nienukleozydowych
inhibitorow RT HIV-1. Sa to pochodne 1,1,3-triokso-2H,4H-tieno[3,4-e][1,2,4]tiadiazyny
(TTDs) o wzorze ogdlnym 50 [92,93], reprezentujace druga generacj¢ NNRTI [94].
Aktywnoscia oraz dzialaniem na dzikie typy i NNRTI-oporne szczepy HIV-1 wyrdznial sig¢
zwiazek 50a (ICso = 0,18 — 60 uM) [92,93].

32 CHZCN
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50: R! = Bz, podst. Bz R 2 = alkil 50a: QM96521

Podobne nadzieje budza pochodne 2,2-diokso-1,3-H-2,1,3-benzotiadiazyny o ogdlnym
wzorze 51 [95], ktore sa sulfonamidowym analogami Efavirenzu. Wzglednie najwyzsza

aktywno$¢ przeciw-HIV-1 wykazywal zwiazek S1a (ICqy = 47 nM) [95].

R2
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0 |\ NH
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Efavirenz 1 o
(IC90=1,7 nM) 51:R%, R“ = CFg,i-Pr, cyklo-Pr 5l1a:(IC gg =47 nM)
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2.4.3. Sulfonamidy - inhibitory integrazy HIV-1

Jednym z istotnych elementéw cyklu rozwoju wirusa HIV-1 jest proces integracji
dwuniciowego fancucha DNA (prowirusa) z genomem gospodarza. Proces integracji ma duze
znaczenie patogenetyczne. Podziat komoérki dokonuje si¢ bowiem wraz ze zintegrowanym
DNA wirusa. Integracja w chromosomach dokonuje si¢ losowo. Oznacza to, Zze nie ma
preferowanego miejsca w DNA gospodarza, wiazacego si¢ z DNA-HIV, ani okre§lonego
chromosomu. Odpowiedzialnga za ten proces jest integraza (IN), enzym o masie 32 kDa,
ktérego rola polega na katalizowaniu dwoch rozdzielnych, lecz chemicznie podobnych reakcji
zwanych w literaturze jako "3’-processing" (3'-Proc) i "strand transfer" (ST) [94,96-98].
Pierwsza reakcja polega na odszczepieniu pary nukleotydow guanozyny-tymidyny (GT3") z
dwoch 3  koncéw wirusowego DNA (o wysoce konserwatywnej sekwencji
5’ACTG...... CAGT3") druga za$, na nulkeofilowym ataku powstalych grup OH-3" na
fosfodiestrowe wiazania zlokalizowane na dwodch przypadkowych 5° koncach DNA
gospodarza, lecz oddalonych od siebie nie wigcej niz o 4-6 par zasad. W konsekwencji
powstaje linearny potprodukt wbudowanego DNA wirusa do dwdéch nici DNA gospodarza z
niesparowanymi 5° koncami wirusowego DNA. W wyniku enzymatycznej ,,reperacji”
potproduktu integracji (przy udziale enzymoéw gospodarza) pary nukleotydow wirusowego
DNA na koncu 5°, tj. adenozyna-cytydyna (5'AC) zostaja odrzucone a pozostajace
nukleotydy wirusowego DNA (5'TG) lacza si¢ 3° koncami DNA gospodarza tworzac w petni
zintegrowany produkt. Poniewaz w organizmie ludzkim nie ma odpowiednikéw integrazy
HIV stanowi ona doskonaly cel w poszukiwaniach potencjalnych lekéw przeciwwirusowych
[94,96-98].

Wiele zespotow badawczych w Stanach Zjednoczonych, w tym zespoty Pommiera i
Neamatiego [98-101], prowadza szeroko zakrojone poszukiwania inhibitorow IN wsrod
zwiazkéw nalezacych do réznych grup chemicznych. Wynikiem tych badan byto
zidentyfikowanie wielu klas inhibitorow IN, wsrdd ktorych znalazty si¢ rowniez sulfonamidy
reprezentujace zrdznicowane struktury chemiczne.

Znane przeciwbakteryjne pochodne sulfanilamidu takie jak sulfizoksazol 52 i
sulfasalazyna 53 wykazywaly dobra aktywno$¢ jako inhibitory IN (ICsop = 50-100 pg/ml)
[100].
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52: Sulfizoksazol 53: Sulfasalazyna

Bardziej aktywnymi inhibitorami IN okazaly si¢ analogowe sulfonamidy 54a-b, 55a-
b, 56 i 57, ktore w niskich stezeniach mikromolowych hamuja reakcj¢ 3 -Proc (ICso = 21 — 60
uM) i reakcje ST (ICso =20 —50 uM) [101].

Neamati zauwazyl, ze wigkszo$¢ tych zwiazkéw uczestniczy w sieci wigzan
wodorowych z aktywnymi miejscami enzymu (IN), gtownie z fragmentem glutaminy GIn148
[99,101]. Analiza rentgenokrystalograficzna kompleksu zwiazku 55b z integraza wskazuje, ze
sulfonamidowa grupa NH jest donorem wiazania wodorowego z atomem tlenu fragmentu
CONH; GIn148, jeden z atoméw tlenu grupy SO, jest akceptorem wigzania wodorowego z
GIn62, a drugi atom tlenu jest akceptorem wiazania wodorowego z His114 [102].

Na zwrdécenie uwagi zastuguje 1,2,4-tris-(p-toluenosulfonylokarbaminian)fenylowy
58, jako aktywny inhibitor reakcji ST (ICsp = 5.5 uM) 1 nieaktywny w hamowaniu reakcji
3'- Proc [8].
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Prowadzone w tym kierunku badania Katedry i Zakladu Technologii Chemicznej
Srodkéw Leczniczych Akademii Medycznej w Gdansku zaowocowaty poznaniem szeregu
oryginalnych sulfonamidéw wykazujacych zalezna od struktury zrdznicowana aktywno$¢
przeciw-HIV-1 1 z reguty niska toksycznos$¢. Sa to gtownie przedstawione wzorem ogdlnym
59 i znaczeniem  podstawnikow  4-chloro-2-merkapto-5-metylo-N-(azolyl-  lub

azynyl)benzenosulfonamidy 59a [62,63,103], 59b [63], 59¢ [67], 59d [104], 59e [104] oraz

59£-i [105]:
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Interesujaca aktywnos$¢ przeciw-HIV przedstawicieli zwiazkéw 59a-i, a zwlaszcza
wyrozniajace si¢ wartosci ECsy (0,38 - 80 uM) i Tlso (2,1 - 515,0) 4-chloro-2-merkapto-5-
metylo-N-(1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu 59i [105] w odniesieniu
do HIV-1 oraz jego mutantéw HIV-1 (RF), HIV-1 (6R) AZT Resistant, 4 x AZT (AZT
Resistant), HIV-2 (ROD), SIV (B 670), OC/100, HEPT/236, ddI Resistant, Calo Resistant i
Diphenyl Resistant — zdecydowaly o wdrozeniu 2-merkaptobenzenosulfonamidow do badan
nad mechanizmem ich dziatania AIDS-przeciwwirusowego. Przeprowadzone w Laboratorium
Farmakologii ~ Molekularnej (NCI, Bethesda, USA), badania wykazaly, ze
2-merkaptobenzenosulfonamidy sa inhibitorami integrazy HIV-1, wykazujacymi zdolnos¢
hamowania zarowno reakcji 3 -Proc (ICsy = 3,7 — 78 uM) jak tez reakcji ST (ICso = 3,5 — 42,1
uM) [106]. W rezultacie 2-merkaptobenzenosulfonamidy zostaly uznane za nowa klasg

efektywnych inhibitoréw integrazy i replikacji wirusa HIV-1 [106,107].

2.4.4. Sulfonamidy - inhibitory protezy HIV-1

Genom wirusa sktadajacy si¢ z dwoch identycznych nici RNA zawiera trzy geny
wspolne dla retrowirusow (Gag, Pol 1 Env) oraz geny regulatorowe, ktére koduja
odpowiednie biatka. Inhibitory proteazy (PI) HIV-1 zapobiegaja rozszczepianiu biatek
prekursorowych Gag i Gag-Pol do biatek strukturalnych (pl17, p24, p7 1 p6) oraz biatek
funkcjonalnych (proteazy, odwrotnej transkryptazy i integrazy) [108], zatrzymujac tym
samym proces dojrzewania wirionow. Wbudowanie inhibitora proteazy HIV-1 do tancucha
polipeptydowego, nastgpuje po rozszczepieniu wiazania peptydowego sekwencji
fenyloalanina-prolina w pozycji 167-168 polipeptydu Gag-Pol. Mozna wigc bylo oczekiwac,
ze potencjalnym inhibitorem moze by¢ odpowiedni zwiazek z ugrupowaniem imitujacym
wiazanie peptydowe, ktory po wbudowaniu do tancucha polipeptydowego utworzy nie dajacy
si¢ rozszczepia¢ analog naturalnego substratu proteazy HIV-1 [94].

Wprowadzonym do lecznictwa sulfonamidowym inhibitorem proteazy HIV-1,
zaprojektowanym w oparciu o wspomniane spostrzezenie, jest Amprenavir 60 [108,109].
Jego analogi z zachowanym ugrupowaniem hydroksyetyloaminowym jako izosterem

wiazania peptydowego, sa rowniez bardzo interesujace [110-114].
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60: Amprenavir R'=H 63: DCP-681

61 R' = Na,PO4

62: GW433908 R = caPO,

Ortofosforany(V) disodu Iub wapnia 61 i 62, jako proleki Amprenaviru sa obecnie w I i II
fazie badan klinicznych [110,111]. Analog 63, w ktorym ugrupowanie furanoksylowe
Amprenaviru zastapiono ugrupowaniem 2-[(3-fluorobenzyl)amino]-N-(2,2-
dimetylopropylo)acetamidowym, wyréznia si¢ wysoka zdolno$cia hamowania aktywnosci
proteazy réznorodnych dzikich mutantéw HIV 1 jest w I fazie badan klinicznych [111,112].
Kolejne analogi 64 i1 65 charakteryzuja si¢ bardzo wysoka aktywno$cia w stgzeniach
nanomolowych w stosunku do opornych na wiele lekow (MDR) izolatéw wirusa HIV 1 sa

réwniez wdrozone do badan klinicznych [113,114].
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64: TMC-126  R' = MeO
65: TMC-114 R =NH, 66
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Najnowsze doniesienia informuja o syntezie zwiazku 66, ktérego powinowactwo do enzymu
jest ponad 4000 razy wyzsze od stwierdzonego dla Amprenaviru i wyraza si¢ warto$ciami
fentomolowymi (K; = 0,014 pM) (Amprenavir, K; = 57 pM), przy jednoczesnej wysokiej
aktywnosci (ICso = 1,6 — 15 nM) w stosunku do dzikich typéw wirusa HIV Pl-opornych
(HXB2, EP13 1 D545701) [115]. Przeprowadzone juz badania farmakokinetyczne na
szczurach wykazaty, ze doustna biodostgpno$¢ tego zwiazku wynosi 20% a czas pottrwania
1,3 godziny [115].

Znajdujacy si¢ w fazie badan klinicznych sulfonamid o nazwie Tipranavir (PNU
140690) 67, bedacy inhibitorem proteazy HIV-1 [116], posiada w swojej strukturze fragment
5,6-dihydro-4-hydroksy-2H-piran-2-onu charakterystyczny dla innych inhibitoréw proteazy

HIV-1 [117]. Badania rentgenokrystalograficzne wskazuja na wiele miejsc wiazania si¢
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Tipranaviru i jego analogdw z enzymem, w wyniku tworzenia wigzan wodorowych grup

wodorotlenowej 1 atomu tlenu grupy karbonylowej z dwoma grupami

67: Tipranavir (PNU-140690)

karboksylowymi kwasu asparaginowego (25 i 25”) i dwoma grupami aminowymi izoleucyny
(50 i 50°). Ponadto grupa sulfonamidowa tworzy kilka mocnych wiazanh wodorowych z
miejscami aktywnymi enzymu, podczas gdy podstawniki fenetylowy i propylowy zajmuja
kieszenie S1° 1 S2°, grupy etylowa i fenylowa w pozycji C-3a zajmuja miejsca S1 1 S2 a
ugrupowanie S-trifluorometylo-2-pirydylowe kieszen S3. Tak silne wiazanie z enzymem
wyjasnia wysoka aktywno$¢ in vitro (ICsop = 30 nM; ICyp = 100 nM) i duza sil¢ inhibicji
Tipranaviru (K; = 8 pM) przeciw dzikim typom i mutantom proteazy HIV [116,117].
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69: R* = H, F, CN, NO,, NH, lub CF3
68: n=2: PNU-103017 X=CHp, O; Y =CH, lub N

Strukturalne analogi Tipranaviru 68-69 wykazuja rowniez nanomolowe powinowactwo do
dzikich typéw i mutantéw proteazy HIV [118-120].

Wyroézniajacym si¢  aktywno$cia inhibitorem proteazy HIV jest roéwniez
sulfonamidowy analog Indinaviru - zwiazek 70 (ICso ~ 0,013 nM), ktory jednak z uwagi na
znikoma rozpuszczalno$¢ w wodzie ( < 1 pug/ml) nie zostat wdrozony do badan klinicznych

[121].
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Kolejna grupe inhibitoréw proteazy HIV-1 reprezentuja pochodne 1,1-diokso-1,2,7-
tiadiazepiny o ogoélnym wzorze 71 (K; =3 — 43 nM) [122-125].

71: R, R? = H, MeCO, CH ,0H lub CH,CH,OH

2.4.5. Sulfonamidy wiqzqce sie z nukleokapsydem p7 HIV-1

Kolejnym celem biochemicznym w poszukiwaniu zwiazkow przeciw-HIV jest
nukleokapsyd p7 (NCp7) HIV-1 [126,127]. Nukleokapsyd p7 zawiera dwa identyczne
fragmenty (domeny) o stalej dla wiruséw HIV 1 mutantow wysoce konserwatywnej sekwencji
aminokwasoéw Cys-(X),-Cys-(X)4-His-(X4)-Cys, gdzie X oznacza dowolny aminokwas, a
domeny oddzielone sa od siebie tancuchem polipeptydowym dlugosci siedmiu aminokwasow
[128,129]. Fragmenty te, nazywane rowniez jako domeny palca cynkowego (ang. zinc finger),
posiadaja zdolno$¢ koordynacyjnego wiazania jonow Zn(Il) przez trzy kolejne grupy
merkaptanowe cysteiny i imidazolowy atom azotu histydyny [128,129]. Nukleokapsyd p7
powstaje w procesie przeksztatcania biatek prekursorowych Gag 1 Gag-Pol w bialka
strukturalne. Biatko to odgrywajace kluczowa rolg w cyklu zyciowym wirusa HIV, powoduje
migdzy innymi oderwanie wirusowego RNA od RNA gospodarza, jego dimeryzacje i

dostarczenie RNA do tworzacego si¢ wirionu [79,94,130].
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Rice i wspdlpracownicy [126,127] wykazali, ze mozliwa jest chemiczna modyfikacja
nukleofilowych atomoéw siarki cysteiny, koordynujacej jony Zn(II) w obregbie domeny palca
cynkowego NCp7, a zwiazkami obdarzonymi takimi wiasciwos$ciami sq migdzy innymi 2,2"-
ditiobisbenzamidy o ogélnym wzorze 72a-b i 73 [131]. Autorzy sugeruja mechanizm
dziatania polegajacy na wypieraniu jonéw cynku z palca cynkowego na skutek tworzenia si¢
w pierwszym etapie migdzyczasteczkowego wiazania disulfidowego (reakcja wymiany
tiol/disulfid) [132] w wyniku elektrofilowego ataku atomu siarki disulfidowego reagenta na
jeden z atomow siarki koordynujacej jon Zn(II) w obrgbie palca cynkowego, co powoduje z
kolei destabilizacj¢ strefy koordynacyjnej, a w nastgpstwie usunig¢cie jonu metalu poza
domeng. Efektem koncowym zdaniem autorow jest denaturacja palca cynkowego i

powstawanie nie zakaznych wirionow [127-129,131].
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72a: R=H (DIBA1) 73

72b: R=COCH3 (DIBA-2-)

Donosi si¢ rowniez o aktywnosci ich analogow strukturalnych nie bedacych jednak
disulfidami.  Przykladami moga by¢ pochodne  (3-okso-3H-benzo[d]izotiazol-2-
ylo)benzenosulfonamidow typu 74 oraz bromkow 2-(5-pirydynowaleroilotio)benzoilo-N-(4-
amino- lub 4-aminoalkilo)benzenosulfonamidu 75 begdacych skutecznymi inhibitorami in

vitro replikacji wirusa HIV-1 [133,134].

74: R =H, Ac, heteroaryl 75 n=0,1,2
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3. Sposoby syntezy pochodnych 2-merkaptobenzenosulfonamidu w Swietle danych

Z piSmiennictwa

Pierwszym z poznanych 2-merkaptobenzenosulfonamidéw byt opisany w 1960 roku

2-merkapto-4-metoksybenzenosulfonamid [135], otrzymany w mysl nastepujacego schematu

reakcji.
MeO | o NH2 i i MeO |\ S_/é i MeO | - SH
>
7 50,NH, 7 >S0,NH, SO,NH,

(i) NaNO, / HCI, t. 0 °C; (i) Nay$; (iii) Zn, ACOH, twrz.

Podobnie, wychodzac z 2-aminobenzenosulfonamidéw, otrzymano i opatentowano

[136] szereg N-alkilo-2-merkaptobenzenosulfonamidéw:

S« OFEt
, ® © N
R? NH, - R N=N Cl i R? S
oo o TX
R! SO,NHR?3 R! SO,NHR? R! SO,NHR?®
‘ iv
2
Rl = SO,NHMe, SO,NHEt R SH
R? = CF3, MeO
R® = Me, Et R SO,NHR?®

(i) 1N NaOH:; (i) NaNO, / HCI, .0 °C; (iii) KSC(=S)OEt, H,0, t.80 °C; (iv) KOH, EtOH, twrz., HCI

Kolejne  szeregi  2-merkaptobenzenosulfonamidéw  uzyskano  wychodzac
z odpowiednich 2-halogenobenenosulfonamidow i siarczkéw sodu [136-138] lub benzylotiolu

[138].

R:©:X i, ii R:@iSH
H,NO,S SO,NH, H,NOLS SO,NH,

X=Cl lub Br
R =H, Cl, Br, Me, MeO, NO »

(i) NaySy / S, EtOH, twrz.; (i) NaHCO 3/HCI
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al cl
dji:[c:l i Clj@[SH
al SO,NR, cl SO,NR,
(i) NayS, HCI R = Me, Et
Q
F  SH . S_ _Ph } /-
Lo i ~ i NS Ph G s/,
N y
SOzNHZ SOzNHZ SOZNH2 SOzNHz

SO,NH;

(i) DMF, K 5CO3, t. 60°C; (i) 30% H,05, AcOH, t.10-25 °C; (iii) HCI/ MeOH, twrz; (iv) Zn / AcOH, twrz.

Inne drogi syntezy zrdznicowanych strukturalnie 2-merkaptobenzenosulfonamidéw
pojawily si¢ sukcesywnie do postepu badan nad metodami otrzymywania 1,1-diokso-1,4,2-
benzoditiazyn i ich dalszych przemian w reakcjach z odczynnikami nukleofilowymi.

Podstawione 1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn-3-ylotiolany potasowe otrzymuje si¢ w
reakcjach 2-chlorobenzenosulfonamidow z disiarczkiem wegla w etanolowym roztworze
wodorotlenku potasu, a nastgpnie przez zakwaszenie lub w kolejnych reakcjach z siarczanem
dimetylu — uzyskuje si¢ odpowiednie 3-merkapto-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyny 1 ich
pochodne S-metylowe [139, 140]. Z kolei otrzymane tak kwasy 3-metylotio-1,1-diokso-1,4,2-
benzoditiazyno-7-karboksylowe przeprowadza si¢ w chlorki kwasowe, z ktorych w reakcjach
z aminami uzyskuje si¢ odpowiednie amidy kwasu 3-metylotio-1,1-diokso-1,4,2-

benzoditiazyno-7-karboksylowego [141].

R? cl . R? S__S i RZ sS__S . R? S _SMe
1 el 1] ped
j@ NH I;[ ?\J/FK j@ ?\I/FH - jCE WN/
R* s 2 R! s R! so R! s’

77\ 77\ 7\ 7\

(0NN 0]

B 1_
R! = Cl, Me lub COOH L iv(R!=COOH)
RZ= H, Cl, Br, PhO, morfolino,

2
piperydyno lub pirolidyno R S._SMe
; 4
R3/ /S/
7\

0O (O}Ne]

R3 = H, alkil, aryl lub
podstawiony aryl

(i) EtOH / KOH, CS 5, twrz; (i) 18-36% HCI, t. otoczenia; (i) Me S04 t. 0-20°C; (iv) SOCI; twrz,R SN Ho
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Reakcje 3-(merkapto- lub metylotio)-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn z aminami, w
zaleznosci od stosunku molowego substratow, rzegdowosci 1 zasadowos$ci aminy, przebiegaja z
utworzeniem  odpowiednich ~ 3-aminobenzoditiazyn = lub  N-(2-merkaptobenzeno-
sulfonylo)guanidyn.

Dziatajac na 3-metylotiobenzoditiazyng alkiloaminami pierwszorzedowymi lub
drugorzgdowymi w odpowiednio dobranych stosunkach molowych, uzyskuje si¢ odpowiednie
3-alkiloaminobenzoditiazyny [142-145]. Podobnie reaguja 3-merkapto- lub 3-metylotio-
benzditiazyny z pierwszorzgdowymi aminami aromatycznymi [ 142, 146].

Jednakze reakcje 3-merkapto-, 3-metylotio- Iub 3-alkiloaminobenzoditiazyn z
nadmiarem pierwszorzedowych amin alifatycznych przebiegaja z utworzeniem 1,3-dialkilo-2-

(2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyn [145, 147-149] z jednakowymi [145, 147, 148] lub

roznymi [145, 147, 149] podstawnikami w pozycjach 11 3.

R4

R4\N,R5

|

N
-R3sH R? S’
o)

R*=H,R5 = any

R®=H, Me R* = H, RS = cykloalkil
R4=R" = alkil
R =H RG=H / I MS\
RS = alkil RS = alkil RY=RS = \j 7
uo \N,J
2 RONH, -R8SH
‘ -R3sH
HsN'*—R>
R? s R2 S _N. 5
T o
1 - ~pb5 1 -
R //S\\ \\I/ R R //S\\
O OHN. 5 O O
R
i
ii
R°NH, R®NH,

R = Me, COOH lub COOMe
RZ=H,Cl
R = alkil, dialkiloaminoalkil lub benzyl

R? SH
jCE N H
1 - ~»5
R A R

O OHN.
RG

R! = Me, COOH lub COOMe
R?=H,Cl

RS = alkil, dialkiloaminoalkil lub benzyl
R® = alkil lub dialkiloaminoalkil

(i) MeOH, toluen lub benzen twrz,; (i) HCI/H ,0, 20°C; (i) MeOH lub EtOH, twrz.
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Latwo$¢ z jaka 3-metylotiobenzoditiazyny reaguja z niektorymi diaminami otworzyta

droge syntezy licznych szeregow 2-merkapto-N-(azolilo- lub azynolilo)benzenosulfonamidu.
W reakcjach  3-metylotiobenzoditiazyn z  1,2-diaminoetanem lub  1,2-
diaminopropanem uzyskuje si¢ 2-(2-merkaptobenzenosulfonamido)imidazoliny [150, 151].
Natomiast reakcje z N-benzylo- lub N,N’-dibenzylo-1,2-diaminoetanem przebiegaja z
utworzeniem 2-(2-merkaptobenzenosulfonyloimino)imidazolidyny [68]. Podobnie w
reakcjach  z 1,3-propylenodiaminami otrzymuje si¢  2-(2-merkaptobenzeno-
sulonyloimino)perhydropirymidyny [65], a w reakcjach z 1,2-fenylenodiaming i 2,3-
diaminopirydyna lub 2-aminobenzhydrylamina uzyskuje si¢ odpowiednio pochodne 2-
merkapto-N-(benzimidazol-2-ylo)benzenosulfoamidu  [66], 2-merkapto-N-(pirydo[3,2-d]
imidazo-2-ylo)benzenosulfonamidu [66] lub 2-merkapto-N-(3,4-dihydrochinazolin-2-ylo)

benzenosulfonamidu [68].

R2 SH . R SH
N_ N 1 N.__N__R RZ=Cl,R®=HIub Et
R? SO R SN 7
) N R’ =Hlub Me
oo NJ O OHN R’
( R’

Ph
Rl=Me, R2=Cl

R3=H, Me 5;
R* =Bz
R®=H lub Bz H2N NH2

R'R7 R? SH
1 -
R SO
O O HN R8
HZNDiRS

R® R

Rl=Me, R2=Cl
R8 R2=Hlub Me

N

\Y S\
Fo 7 1
N:

1_ 2 _
Rl=Me, R2=ClI R0 Rl=Me, R%2=ClI
RI0=H, cI

(i) MeOH lub toluen, twrz; (ii)toluen t. wrz.; (iii) toluen, t.wrz, DMAP.
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Przebieg reakcji 3-metylobenzoditiazyn z 1,2-aminoalkoholami uzalezniony jest od
struktury uzytego aminoalkoholu. Reakcje z 2-amino-1-butanolem przebiegaja w zwyktej
temperaturze z utworzeniem pochodnych 2-(2-merkaptobenzenosulfonamido)oksazoliny
[152]. Natomiast prowadzone w tych samych warunkach reakcje z aminoetanolem lub
l-amino-2-propanolem przebiegaja z utworzeniem typowych 3-(hydroksyalkiloamino)
benzoditiazyn, ktore w dalszych reakcjach z kwasem chlorooctowym mozna przeprowadzi¢ w
pochodne oksazoliny [152], a z POCl; w pochodne 1-(2-merkaptobenzenosulfonylo)-2-
imidazolidynonu [153, 154].

Et i |

RZDC[SH RZDiSCHZCOOH RZIISH o)
R S R i

H H
-N N N
1 _ . N
R //S\\ Y\)’Et S \(/ //S\\_N
00 o 00 o oo
3
R! = Me lub CN R

RZ=Hlub Cl
R3=Hlub Me

(i) MeOH, 20°C; (ii) POCls, t. 65-70°C; (iii) CICH,COOH, Na,CO3 / H,0 t.80-90°C, HCI / H,0,1.20 °C.

Reakcje 3-(alkilo- lub aryloamino)benzoditiazyn z nadmiarem wodzianu hydrazyny w
srodowisku metanolowym, stanowia dogodna metodg syntezy N-amino-N -(alkilo- lub arylo)-

N""-(2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyn [71, 155].

2 3 R? H
R j@is\erHR HoNNH, xH 50 I;[S !
. _N N.
Rl S/N | Rl S R3
@)

R! = Me, COOMe, PhANHCO, 4-CIPhNHCO lub 4-FPhNHCO,
R?=Cl,
R® = alkil, alkenyl, fenyl lub podst. fenyl

(i) MeOH, t.20 °C



39
Z kolei produktami analogowych reakcji N-(benzoditiazyn-3-ylo)guanidyn z
hydrazynami sa pochodne 2-merkapto-N-(5-amino-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)
benzenosulfonamidu. Przebieg tych reakcji jest zalezny od zasadowosci uzytej hydrazyny i
efektu elektronowego podstawnika R* ugrupowania guanidynowego. Powstajacy posrednio
aminobiguanid stabilizuje si¢ przez eliminacje czasteczki aminy R*NH,, gdy R jest
wodorem, alkilem lub aryloalkilem, a w przypadku podstawnika elektronoakceptorowego (R*
= fenyl, heteroaryl) glownie przez eliminacj¢ NHj3 [62,63]. Otrzymany tym sposobem
4-chloro-2-merkapto-5-metylo-N-(5-amino-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamid
uzyskano rowniez ogrzewajac 6-chloro-7-metylo-3-metylotio-1,1-diokso-1,4,2-

benzoditiazyng z weglanem aminoguanidyny w srodowisku wrzacego toluenu [156].

)NJ\H
R* H H
R? S._SMe HoN"'N R? S _N__N. 4
g ” TR
|N |N NH
R 'S! ! R S’
7\ 77\
OO0
R> SYNHNHRE
|
1]@ _N ) NH,NH-R®
R 2 ii lub iii
(@] R5=H,Me,aryl
R®=Ph
iii - HN=C(NH);
A
=2 S NHC(=NH)NHR} R2 SH NHR
\’7NHNHI§ j@i L N=C—NH,
1 ~NH R SN H
R //S\\ N\ N—N_
o) O O RS
R* = H, alkil R* = anyi R*=H
RS =H, Me R®=H, Me R® = aryl
-R*NH,
-NHz

RZD[SH R*NH, | -NHg R2 SH
_N R
R! S _N N

N 1 !
\ S—NH R S
e \N\/\ N>/ ? do E\ N\>’NH

R5 R5
R! = Me, COOMe R! = Me, COOMe, 4-CIPhNHCO
RZ=H, Cl R2=CJ
5_
R° =H, Me RY=H, anyl
R® =H, Me, aryl

(i) toluen, twrz.; (i) MeOH, 20 °C, R®=H Iub Me; (iii) pirydyna twrz. R 5= aryl.
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Do syntezy kolejnych szeregéw pochodnych 2-merkaptobenzenosulfonamidu, w
ktorych atom azotu grupy sulfonamidowej jest zwiazany z pierscieniem 1,2,4-triazolu
skondensowanym z pier§cieniem heteroaromatycznym, wykorzystano reakcje 3-metylotio-

1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn z niektorymi heteroarylohydrazynami [67, 105].

R5
| 6
N R
R SYSMQ HoNHN “ SN R7 R2 sH R’
| H — N\-R®
/N /N
R S . R S N,
2N 77\ |
i / 4
RE OO R3O0 O N-p R
3_
R®=Hlub Me « Rl=Me:R2=CIIR®=H:
i D R*=H, Cl;R5 = H, CF3;
2NN 7 Ré=H,CF3; R’ =H, Me

Ar = N = WN\ AN Rl S/N
N~ y N~ S 77\
R3O O
7 WN\ S
N~ y N~ ii
Me
2 B
R? SH R SH
; N
R! sy R? s’ \\/N>J
77\ 77\ | /
REO O R® O N=p;
N= _N Me
Y= \WNb - (N [\
NN ' ;s R1=H, Me
R1=H, Me R2=CI,F
R?=CI,F D =N, R3=H, Me
R3=H, Me \WN% : \WN,V/?/ X=CH lub N
N-N N

(i) Toleun, twrz,; (ii) toluen lub benzen, t.wrz,; (iii) pirydyna, t.wrz.
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Podobnie w reakcjach 6-chloro-7-metylo-3-metylotio-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazynyny z
biguanidami lub  benzimidazoliloguanidynami  otrzymano odpowiednio pochodne
2-merkapto-N-(2-amino-1,3,5-triazyn-4-ylo)benzenosulfonamidu ~ lub  2-merkapto-N-(2-

aminobenzo[4,5]imidazo[ 1,2-a][1,3,5]triazyn-4-ylo)benzenosulfonamidu [104].

iy
Cl S. _SMe H,N" N7 RY cl SH
g H H
_N _N_ _N. _R!
Me A Me AN
o ! O O N\fN
NH,
NH 1
H.N—< N R? Me
HN—<\:©: Rl= —N —Ni:\ —N
1 N R2 Me A
AN
/N |
—N O ~ =
> R2 / N
R Et

Cl SH
D
Me //S\\ m/
N

(OJN©®)

N\(N
N

R? = MIub Me NH,

(i) Toluen, t.wrz,; (ii) toluen, DMAP, t.wrz.
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3-Metylotiobenzoditiazyny reaguja z 2-hydroksyetylohydrazyna z utworzeniem
typowych produktow podstawienia grupy metylotio tj. N-(benzoditiazyn-3-ylo)-N"-(2-
hydroksyetylo)hydrazyn, ktére w reakcji z POCl; mozna przeprowadzi¢ w odpowiednie
4-(2-merkaptobenzenosulfonylo)perhydro-1,2,4-triazyn-3-ony ~ [69]. Natomiast reakcje
3-metylotiobenzoditiazyn z 4-arylosemikarbazydami moga by¢ wykorzystane do syntezy
2-merkapto-N-(4-arylo-4,5-dihydro-5-okso-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidow
[64].

H
Cl S SMe cl S. _N.
0 “ JSRES
N
RY S ' R _N OH
/7NN /,S\\
(@)
2
9e)
HZN\N)J\N
iii H H
xHCI

0
OO s ,
|
Rl N L_NH

N~ “NH
77\ \/
00
R! = Me, PANHCO, 4-CI-PhNHCO
lub 4-MePhNHCO
v
RZ
X
cl SH |/
Ty
R! s N
7 \\ \ /—O
OO0 N-nH

R! = Me, PhNHCO, 4-MePhNHCO, 4-CIPhNHCO lub 2-CIPhNHCO,
RZ=HIubF

(i) MeOH, 1. 20 °C; (i) POClI3, t. 65 - 70 °C; (iii) MeOH, TEA, twrz.; (iv) NaOH /H ,0,1.95°C, HCI /H,0,t. 20°C.
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Alkaliczna hydroliza 3-merkaptobenzoditiazyn [139,140] lub
3-metylotiobenzoditiazyn w zaleznosci od parametréw reakcji pozwala na otrzymanie
z dobra wydajnoscia pochodnych 2-merkaptobenzenosulfonamidu [139,140] lub N-(2-

merkaptobenzenosulfonylo)tiokarbaminianow metylowych [157].

OH
R R® R? S
j@is\l(s NaOH \’7SR3
R s H20 R g e

7\ 72N

O O
R%=H lub Me
R3 = Me R3=H
iii ii i
-MeSH
2
R? SNa R? SYO, R j@ESN‘i
Na o
1]@[ N__SMe 1?@ N Nax Ha0 R! S/NHNa
R SO R 'S R
00 o oo OO0

. iv ‘ . / ‘ )
H H H
-MeSH
2
R? SHx H,0 R? S._0O R SH
T T -
Rl .N.__SMe R! N R! ~NF2

S \”/ S /,S\\
77\ 77\
00 0o ofle} (OO
R! = Me, COOH, CN, CONH 5 R! = Me, COOH Iub CONH, R! = Me, COOH
lub 4-CIPhNHCO R?=HlubCl R?=HlubCl

RZ=Hlub Cl

(i) 6-7 moli NaOH, twrz.; (i) 1-2 moli NaOH, 100°C; (iii) 1-2 moli NaOH, 0-20°C; (iv) NaOH / H ,0, twrz
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Reakcje rownomolowych ilosci 3-metylotiobenzoditiazyn i alkoholowych roztworéw
alkoholanéw sodou lub amin trzeciorzedowych przebiegaja w podwyzszonej temperaturze
dwukierunkowo, z utworzeniem odpowiednich N-(2-alkilotiobenzeno-
sulfonylo)karbaminianéow alkilowych 1 3-hydroksybenzoditiazyn [158,159]. Z kolei
przeprowadzone w zwyklej temperaturze reakcje 3-metylotiobenzoditiazyn z nadmiarem
alkoholanu sodu przebiegaja z utworzeniem N-(2-merkaptobenzenosulfonylo)karbaminianéw
alkilowych, ktore mozna réwniez otrzymaé w reakcjach alkoholi alifatycznych z

3-hydroksybenzoditiazynami [157,160].

OR®
R? S._SMe g3 R s
j@ R°OH I:[ \’7SM€‘
-N 3 _N-Na
Rl S R%ONa Rl S
O 0
R3OH ‘ ' ‘ I
"MeSH -MeS-R® -MeSH
OR® » )
R? s 3 R sS_9O R SNa
TR gz | JOL T | L e
R s\ | -RMORY R s R} SN—|—-OR?
\ 77\ 72N
00 oo Fo or?
+ . -2 R30H
H H o
R2j©iS_R3 ¥ s 9 i F SH
H (H—— j@[ H .
8 | _N_ _OR
R! s/Nj(OR R! s N R SO
77\ 7\ 77\
00 o 00 00 o
Rl =Me R2=Cl R;:Me, COOH, CONH , lub CN
R® = Me, Et, Pr,i-Pr, Bz R°=Hlub Cl

RS = Me, Eti-Prlub t-Bu

(i) t. 85-90°C: (ii) t. 20 °C; (iii) R®OH, t.20°C.
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Wykazano ponadto, ze skondensowane pochodne 1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyny
takie jak 8-chloro-5,5-diokso-imidazo[1,2-b][1,4,2]benzoditiazyny [75], ulegaja rowniez
alkalicznej hydrolizie lub alkoholizie tworzac odpowiednio pochodne 2-(hydroksy, alkoksy
lub aryloksy)-1-[(2-merkaptofenylo)sulfonylo]imidazolu [70].

MeO
cl S._SMe ove cl s HJ\Me
ooy e ey
N i N
R 'S. ' R %
7\ 77\
OO (@]
i
cl SH = v cl SYN
1 _N N 1 /N\/)
R s R S
7\ 2 77\
O O OR?xH,0 OO0
R! = Me; R? = alkil
vi iii lub iv
:\2
cl S //\ Cl SH,/\
N N
N 1j©[ N7
1
R s X R S
O-p O O OHxH,0
r
Rl = Me Rl = Me, CONHR?
Ar = Ph, 3-CI-Ph, 2-H,N-Ph lub 4-H,N-Ph R? = fenyl lub podstawiony fenyl

(i) Toluen lub benzen, twrz.; (i) 98% H»S0y,, t.20 °C, H,0 (16d), .0-3°C;
(iii) NaOH / H,O / dioksan, t. 80-90°C, HCI / H5O; (iv) MeOH / 96% H 5S04, twrz
(v) MeOH / MeONa lub PrOH / PrONa, twrz.,HCI /H ,0; (vi) A‘OH/ ArONa, twrz.,HCI/H ,O0.
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4. Badania wlasne

4.1.  Synteza nowych pochodnych 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu

o spodziewanej aktywnosci przeciwnowotworowej

4.1.1. Badania nad syntezq nowych 3-amino-6-chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn i ich

przemian w pochodne 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu

W pracy niniejszej przeprowadzajac reakcje 6-chloro-3-metylotio-1,1-diokso-1,4,2-
benzoditiazyn 1la-e z etanolowym roztworem 25% wody amoniakalnej w zwyklej
temperaturze otrzymano nie opisane wczesniej 3-amino-6-chloro-1,1-diokso-1,4,2-
benzoditiazyny 2a-e (Schemat 1, publikacje P1, P4 i P5), a nastgpnie poznano ich

interesujace, niekiedy nieoczekiwane wiasciwosci chemiczne.

Schemat 1
SMe
C';@SYSMF" NH 40H / EtOH CIj@[S+NH2
Rl S/N 20°C, 24 - 144 h R! S/NH
/7 77\
OO0
la-e
- MeSH
ZW. Rl
cl S _NH
1a, 2a Me T ’
1b, 2b CONH 1 -N
R S
1c, 2 PhNHCO S
1d, 2d 4-Cl-PhNHCO
le, 2e 4-Me-PhNHCO 2a-e

Zwiazki typu 2 sa interesujacymi przykltadami struktur, w ktérych moze wystgpowac
zjawisko tautomerii pierScieniowej, nalezalo wigc oczekiwa¢ wspdtistnienia dwoch
prawdopodobnych odmian tautomerycznych 2A 1 2B (Schemat 2). W badaniach
strukturalnych ("H i "C-NMR) stwierdzono, ze wystepuja one w roztworze (DMSO) w temp.
pokojowej jako trwate tautomery aminowe typu 2A. Wigksza trwalo$¢ tautomeru 2A
potwierdzaty rowniez wyniki kwantowo-chemicznych obliczen wzglednej energii mozliwych
tautomeréw w prozni, dokonanych na przyktadzie zwiazku 2a metodami ab initio Hartree-

Fock (RHF) 1 Becke-Perdew (BP) przy zastosowaniu bazy 6-31G** (publikacja P1)
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Schemat 2

cl S__NH, Cl S__NH
m YU I;[ \NfH
R! s N R! S;

NS 77\

OO0
2A 2B

Zmierzajac do poznania wilasciwosci chemicznych 3-amino-6-chloro-7-metylo-1,1-
diokso-1,4,2-benzoditiazyny 2a zbadano przebieg jej reakcji z formaldehydem. Niezaleznie
od  stosowanych  parametrow  reakcji  otrzymywano  zamierzong  6-chloro-3-
(hydroksymetyloamino)-7-metylo-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyng 2f z wydajnoscia okoto
51%. Stwierdzono, ze jej wydajnos¢ mozna podwyzszy¢ do 93% przy prowadzeniu reakcji w
obecnosci disiarczku wegla. Stwierdzono rowniez, ze zwiazek ten (2f), ogrzewany w temp
100°C lub w $rodowisku wrzacego etanolu fatwo ulega rozktadowi do wyjsciowej

3-aminobenzoditiazyny 2a (Schemat 3, publikacja P1).

Schemat 3
H
Cl S NH» Cl S N S
/ KOH
O™ = Y
Me /S/ t. 20°C Me S/N SK
O/\\O //\b
2a
KOH / H,0
-CH0 CH,0, t. 20°C (wyd. 51%) CH0
OH
H r
N

/7 -CSp /7N
2f wyd. 93%

Badajac z kolei przebieg reakcji wspomnianej 3-aminobenzoditiazyny 2a z K,CO; w
srodowisku wrzacego tetrahydrofuranu okazato sig, ze oczekiwana sol potasowa 6-chloro-3-

imino-7-metylo-1,1-diokso-2,3-dihydro-1,4,2-benzoditiazyny ulega dalszej przemianie
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przebiegajacej z rozerwaniem wiazania Cs-S 1 utworzeniem soli dipotasowej N-(4-chloro-2-
merkapto-5-metylobenzenosulfonylo)cyjanamidu 3. Stwierdzono rowniez, ze wolny
sulfonamid 3a, powstajacy przez zakwaszenie jego soli dipotasowej 3 w §rodowisku wodnym
lub bezwodnym, ulega szybkiej cyklizacji do wyjSciowej 3-aminobenzoditiazyny 2a

(Schemat 4, publikacja P1).

Schemat 4
Cl S._NH
he 2 K,COs Cl S\l//NH
Me s N j@[ N
36 THF, twrz. Me S0 K
2a ©

N wyd. 90% Me A )

S
2

C|I>LSHH HCI / H,0 lub HCI / EtOH C'D[SKK

/N b

Me ST s
o

Podejmujac badania nad reakcjami soli dipotasowej 3 z odczynnikami alkilujacymi
oczekiwano produktéw S- 1 S, N-dipodstawionych. Okazato si¢ jednak, ze kierunek przebiegu
tych reakcji jest niezalezny od parametrow czasu, temperatury i stosunku molowego
substratow, a w konsekwencji uzyskuje si¢ tylko sole monopotasowe odpowiednich N-[4-
chloro-5-metylo-2-(R*-metylotio)benzenosulfonylo]cyjanamidow 4-6 (Schemat 5, publikacja
P1). Pozwolito to na uproszczenie i opracowanie ogolnej metody otrzymywania soli
potasowych N-[4-chloro-2-(R*-metylotio)-5-R'-benzenosulfonylo]cyjanamidéw, opartej na
prowadzonych wedtug procedury ,,one pot” reakcjach 3-amino-6-chloro-7-R'-1,1-diokso-
1,4,2-benzoditiazyn z K,COs i odczynnikami alkilujacymi (Schemat 5, publikacje P1, P4 i
PS).
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Schemat 5

Me,SO, / H,0, 0-20°C

S N lub R?CH,CI / H,0, 20-100 °C St N
o) ole}
4-6
4:R*=H
5:R? = Ph

6: R? = CH(OMe) ,

N
-

CIJ@ST NH K,COg / RZCHp-X cl D[SK
K
_N
R' N THF, t. wrz. R SN
o

X=Cl, Brlub |

zZw. R R? Cl S
K
la, 4 Me H D[ N
1a, 5 R SN
o}

Me Ph

la, 7 Me Me e N

%a, g Me COOEt

a, Me CONH,
1b,10 | H,NCO COOEt 4,5,7-14
1b, 11 H,NCO Ph
1c, 12 PhNHCO Ph
1d, 13 4-CI-PhNHCO Ph
le, 14 4-Me-PhNHCO Ph

Wzmiankowany  juz,  jednokierunkowy  przebieg  omawianych  reakcji

z wytworzeniem pochodnych S-podstawionych wydaje si¢ by¢ uwarunkowany duza
nukleofilowo$cia anionu tiofenolanowego [161,162] 1 mozliwo$cia stabilizacji anionu
sulfonylocyjanamidowego przez rezonans [163,164]. Z tej ostatniej przypuszczalnie
przyczyny, sole potasowe otrzymanych N-[4-chloro-2-(R*-metylotio)-5-R'-benzenosulfonylo]
cyjanamidow 4-14 sa trwate w kwasnym srodowisku wodnym (pH 1). Okazato si¢ jednak, ze
zakwaszenie tych soli rownowaznikowa ilo$cia mocnego kwasu (H,SO4, HCI) prowadzi do
ustalenia si¢ stanu rownowagi migdzy ich pierwotna struktura ,.cyjanamidanowa”
1 wytworzona ,,cyjanamidowa” (Schemat 6) w stopniu wystarczajacym do przeprowadzenia

typowych reakcji grupy cyjanowej z odczynnikami nukleofilowymi. Natomiast proby
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otrzymania wolnego N-(2-benzylotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)cyjanamidu 5a z
jego soli potasowej 5 przez wytracenie nadmiarem 18-36% kwasu solnego, w zwyklej 1
podwyzszonej temperaturze (45°C), prowadzilty do wytworzenia ztozonych produktow
rozktadu, z ktorych w stanie czystym udato si¢ wyodrebni¢ tylko 3-aminobenzoditiazyng 2a z

wydajnoscia okoto 33% (Schemat 6, publikacja P1).

Schemat 6

RZ R2 RZ

[ [ [

Cl S cl S R3NH2 Cl S
R! SRR S R XY

I\ N Rl //S\\ \N 7\
OO OO0 o OHN‘R?’
5a: R! = Me; R? = Ph
nadmiar
18-36% kw. solnego
t. 20° lub 45°C
- Ph Ph O -
O ol
Cl 'S./-\V Cl _S,YNH
H B
D: N ® j@ N
Me =y C\\NH Me S, H
OO0 OO
inne
produkty
uboczne
- PhCH,CI
Cl SYNHZ
|
O
Me //S\\
2a OO0
wyd: 33%

Reakcje przedstawione na schematach 5 i 6 staly si¢ punktem wyjscia do
przeprowadzenia dalszych badan nad mozliwosciami wykorzystania soli potasowych N-(4-
chlorobenzenosulfonylo)cyjanamidow 3-14 do syntezy niektérych nowych szeregow
pochodnych  4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu o  spodziewanej  aktywnosci

przeciwnowotworowe;.
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4.1.2. Badania nad mozliwosciami wykorzystania soli potasowych N-(4-chlorobenzeno-
sulfonylo)cyjanamidow do syntezy kolejnych szeregow nowych pochodnych 4-chloro-

2-merkaptobenzenosulfonamidu

4.1.2.1. Syntezy N-podstawionych N '-[4-chloro-2-(R’-metylotio)benzenosulfonylo] guanidyn w

reakcjach N-(4-chlorobenzenosulfonylo)cyjanamidow z niektorymi N-nukleofilami

Przeprowadzajac reakcje soli potasowych N-[4-chloro-5-metylo-2-(R*-
metylotio)benzenosulfonylo]cyjanamidow z réwnowaznikowa iloscia H,SO4 1 aminami
pierwszorzegdowymi (Schemat 7) lub hydrazynami (Schemat 9) stwierdzono, ze ich przebieg
jest zalezny od rodzaju i zasadowosci uzytego nukleofilu. Produktem reakcji soli potasowej 8
z nadmiarem 2-fenyletyloaminy, przeprowadzonej w $rodowisku wrzacego czterochlorku
wegla w obecno$ci rownowaznikowych ilosci H,SO4, okazala si¢ jego s6l aminiowa 185, tj. N-
cyjano-4-chloro-2-etoksykarbonylometylotio-5-metylobenzenosulfonamidan  2-fenyloetylo-
aminiowy. Natomiast przeprowadzone w analogicznych warunkach (metoda A) reakcje soli
potasowych 5 lub 8 z aryloaminami pozwolity na otrzymanie z dobra wydajnoscia (55-92%)
zamierzonych  N-arylo-N’-[4-chloro-5-metylo-2-(R*-metylotio)benzenosulfonylo]guanidyn
16-27. Niektore z tych zwiazkow (16-18) otrzymano réwniez z dobra wydajnoscia (76-92%)
przeprowadzajac reakcje wspomnianej soli § z réwnomolowa iloscia chlorowodorku
odpowiednich aryloamin w $rodowisku wrzacego toluenu (metoda B) (Schemat 7, publikacja
P2).

W badaniach strukturalnych (‘H-NMR) stwierdzono, ze sulfonyloguanidyny 16-27
wystepuja w stabilnej, sulfonyloiminowej odmianie tautomerycznej z wolna grupa NH, przy
weglu  guanidynowym. Relatywnie wigksza trwato$¢ tautomeru sulfonyloiminowego
potwierdzaty réwniez wyniki kwantowo-chemicznych obliczen wzglednej energii mozliwych
tautomeréw w prozni, przeprowadzonych metoda ab initio Hartree-Fock (RHF/6-31G**), na

przyktadzie zwiazku 16 (publikacja P2).
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Schemat 7
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5,8 15: R? = COOEt
ol
R%= cl S
0,5 H,S0,, CCly, twrz. Me S/NY NH,
(metoda A) o// \b HN
~""ph
2
R NH, x HCI
toluen, twrz.
(metoda B)
w R2 R3
2
rR 8,16 COOEt H
8,17 COOEt 2-Cl
Cl S 8,18 COOEt 3-Cl
8,19 .
N _NH, COOEt 4-Cl
Me S0 8,20 COOEt 3-Br
O OHN 8,21 COOEt 4-Me
N g 8,22 COOEt 2-MeO
| +R
16-27 _ 8,23 COOEt 3-MeO
8,24 COOEt 4-MeO
8,25 COOEt 2-EtO
8,26 COOEt 3-EtO
5,27 Ph 4-MeO

Obecno$¢ grupy etoksykarbonylowej w strukturach soli potasowej N-(4-
chlorobenzenosulfonylo)cyjanamidu 8 1 N-(4-chlorobenzenosulfonylo)guanidyn 16-26
otwiera liczne mozliwosci syntezy ich pochodnych w typowych reakcjach aminolizy
1 cyklokondensacji. Przyktadowo wykazano, ze zaréwno s6l potasowa N-(4-
chlorobenzenosulfonylo)cyjanamidu 8, jak i N-(4-chlorobenzenosulfonylo)guanidyna 20,
reagujac z 1,1-dimetylobiguanidem tworza odpowiednio N-cyjano-4-chloro-2-[2-amino-6-
dimetyloamino-1,3,5-triazyn-4-ylo)metylotio]-5-metylobenzenosulfonamidan potasu 28 lub
N-(3-bromofenylo)-N’-{4-chloro-2-[(2-amino-6-dimetyloamino-1,3,5-triazyn-4-ylo)
metylotio]-5-metylobenzenosulfonylo} guanidyng 29 (Schemat 8, publikacja P2).
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Schemat 8

i i
N
Hkoa NH NH N" NH,

cl S HZNJ\NJJ\NMeZX HCl Cl S
Me S/ \\\ MeOK / MeOH, twrz. Me s’ \\\

7 |
N
Ao o A
Cl S HoN ” NMe ,x HCI cl S
MeDiS/ NYNHZ MeONa / MeOH, tw rz. MeI;[S/N NH;

Zobrazowane na Schemacie 9 wyniki przeprowadzonych w pracy badan nad reakcjami
soli potasowych N-(4-chlorobenzenosulfonylo)cyjanamidow 4, 5 i 7-14 z hydrazynami,
w obecnosci rownowaznikowych ilo$ci mocnego kwasu mineralnego, wykazaty, ze kierunki
ich przebiegu zaleza od rodzaju uzytej hydrazyny i prowadza do jednej z dwoch stabilnych
odmian tautomerycznych pochodnych aminoguanidyny, tj. tautomeréw sulfonyloiminowych
30-45 Iub sulfonyloaminowych 46-52. Stosujac do reakcji wodzian hydrazyny lub
metylohydrazyng (metoda A), wzglednie chlorowodorki hydrazyny lub semikarbazydu
(metoda  B), uzyskano  odpowiednio 3—amin0—2—[4—ch10r0—2—(Rz—metylotio)—S—Rl—
benzenosulfonylo]guanidyny ~ 30-43  oraz  analogowe  2-[4-chloro-5-metylo-2-(R*-
metylotio)benzenosulfonylo]-3-ureidoguanidyny 44 1 45. Natomiast w reakcjach
z arylohydrazynami (metoda C) lub ich chlorowodorkami (metoda D), otrzymano
3-aryloamino- 1-[4-chloro-5-metylo-2-(R*-metylotio)benzenosulfonylo]guanidyny 46-52
(Schemat 9, publikacje P3, P4 i P5).



R“—</_:x7—NHNH2
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Schemat 9

NHzNHz' Hzo lub NHzNHMe
0,5 HySOy4, CCly lub dioksan, twrz.
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NH;NHy, x HCIl lub NHoNHCONHx HCI
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N
30-45 H

toluen, twrz OO0 —
(metoda D) HN N \}R4
46-52 Ho X

Zw. metoda R! R2 RS R4 X
4, 30 B Me H H
7, 31 A Me Me H
5, 32 A Me Ph H
8, 33 A Me COOEt H
9, 34 B Me CONH, H
10, 35 B H>NCO COOEt H
11, 36 B H,NCO Ph H
12,37 B PhNHCO Ph H
13,38 B 4-CI-PhNHCO | ph H
14, 39 B 4-Me-PhNHCO | ph H
4, 40 A Me Me Me
5, 41 A Me Ph Me
8, 42 A Me COOEt Me
13,43 A 4-CI-PhNHCO | ph Me
5, 44 B Me Ph CONH,
8, 45 B Me COOEt CONH,
4, 46 C Me Me H CH
5, 47 C Me Ph H CH
8, 48 C Me COOEt H CH
5, 49 C Me Ph NO, CH
5, 50 C Me Ph H N
5, 51 D Me Ph Me CH
8, 52 D Me COOEt Me CH
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Prawdopodobny mechanizm omawianych reakcji przedstawiono na schemacie 10 (publikacja

P3)
Schemat 10

ﬁ . —
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R! = Me, NH ,CO, PANHCO, 4-CIPhANHCO lub R®=H, Me, CONH R® = fenyl, podst. fenyl
4-MePhNHCO lub 2-pirydyl
R2 = H, Me, Ph, CONH ,, COOEt

Obecnos¢ w strukturze niektorych sposrod otrzymanych w niniejszej pracy N-amino-
N’-(4-chlorobenzenosulfonylo)guanidyn ugrupowania aminoguanidynowego zawierajacego
dwie (30-39) lub jedna wolna grupa aminowa (40-45) stwarzala liczne mozliwosci ich
dalszych przemian chemicznych, z ktérych przedstawione dalej przemiany w reakcjach
z aldehydami, biacylami lub 3,4-di(hydroksy- lub alkoksy)-3-cyklobuteno-1,2-dionami byty
podyktowane dazeniem do otrzymania kolejnych nowych sulfonamidéw o spodziewanej

aktywno$ci przeciwnowotworowej.
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4.1.2.2. Syntezy 3-arylidenoamino-1-[4-chloro-2-(R*-metylotio)benzenosulfonylo] guanidyn i
I-arylideno-2-[4-chloro-2-(R*-metylotio)benzenosulfonylo] -3-metyloaminoguanidyn
w reakcjach wybranych pochodnych N-amino-N'-(4-chlorobenenosulfonylo)guanidyny
z aldehydami

Obecnos¢ dwoch wolnych grup aminowych w strukturze pierwszego szeregu
wybranych do badan  3-amino-2-[4-chloro-5-metylo-2-(R*-metylotio)benzenosulfonylo]
guanidyn 31-33 sugerowa¢ moze ewentualno$¢ alternatywnego przebiegu ich reakcji
kondensacji z aldehydami, z udzialem grupy NH, w pozycjach 1 lub 3 ugrupowania
guanidynowego. Uwzgledniajac jednak tautomeri¢ aminowo-iminowa ugrupowania
guanidynowego i1 mozliwo$¢ migracji protonu z atomu N' do N, mozna bylo oczekiwaé
relatywnie wyzszej nukleofilowosci grupy N°-NH, i jej podatnoéci na kondensacje z
aldehydami. Znalazto to potwierdzenie w badaniach strukturalnych produktow kondensacji
53-59, tj. 3-arylidenoamino- 1-[4-chloro-5-metylo-2-(R*-metylotio)benzenosulfonylo]
guanidyn, ktore z wydajnoscia 53-97% otrzymano ogrzewajac wspomniane aminoguanidyny

31-33 z aryloaldehydami w srodowisku wrzacego etanolu (Schemat 11, publikacja P4).

Schemat 11

CII;ES ArCHO Cl S

H
~N NH WIZ. j@[ N NH
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O OHN. O OHN. =
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31-33 53-59
zw R2 Ar
31,53 Me Ph
32,54 Ph Ph
31,55 Me 5-NO,-2-tienyl
32,56 Ph 5-NO,-2-tienyl
33,57 COOEt 5-NO,-2-tienyl
32,58 Ph 5-NO,-2-furyl
33,59 COOEt 5-NO,-2-furyl
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Celowym wydawato si¢ rowniez zbadanie przebiegu analogowych reakcji aldehydow

z 3-amino-2-[4-chloro-2-(R*-metylotio)benzenosulfonylo]guanidynami 40-43, zawierajacymi

wolna grupe aminowa w pozycji 1 ugrupowania guanidynowego i grupg metylowa przy

N-terminalnym atomie azotu ugrupowania hydrazynowego. Ich produktami zgodnie z

oczekiwaniem okazaly si¢ 1-arylideno-2-[4-chloro-2-(R*-metylotio)-5-R'-benzenosulfonylo]-

3-metyloaminoguanidyny 53-59 wyodrebnione z wydajnoscia 68-92% (Schemat 12,
publikacja P4).

Schemat 12

Cl S ArCHO Clj@is
Rl:©iS/N NH, EtOH, twrz. R! I~ N\\erAr
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O OHN\N'Me O HN. .Me
40-43 H 60-67 H

Zw. R R? Ar

40, 60 Me Me Ph

41,61 Me Ph Ph

40, 62 Me Me 5-NO,-2-tienyl
41, 63 Me Ph 5-NO,-2-tienyl
42,64 Me COOEt 5-NO,-2-tienyl
41, 65 Me Ph 5-NOy-2-furyi
42,66 Me COOEt 5-NO,-2-furyl
43,67 4-CI-PhNHCO| pPh 5-NO,-2-tienyl
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4.1.2.3. Syntezy 4-chloro-2-(R*-metylotio)-N-(1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidoéw
i 1-[4-chloro-2-(R’-metylotio)benzenosulfonylo]-3-(2-oksobutyl-3-ylidenoimino)
guanidyn w reakcjach N-amino-N -(4-chlorobenzenosulfonylo)guanidyn z niektorymi

biacylami lub 3,4-dihydroksy-3-cyklobuteno-1,2-dionem

Przeprowadzajac reakcje 3-amino-[4-chlor0-2-(Rz-metylotio)-S-Rl-benzenosulfonylo]
guanidyn z biacylami stwierdzono, ze ich przebieg jest zalezny od rodzaju uzytego biacylu
1 prowadzi do produktow cyklokondensacji lub tylko kondensacji z udziatem grupy NH, w
pozycji 3 ugrupowania guanidynowego.

Wykazano, ze reakcje aminoguanidyn 31-39 z 1,2-diaryloetano-1,2-dionami, takimi
jak dibenzoil, di(4-metoksybenzoil) lub 2,2"-difuroil, przebiegaja z utworzeniem 4-chloro-2-
(R*-metylotio)-5-R'-N-(5,6-diarylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidow 68-79.
Zauwazono przy tym, ze reakcje te w Srodowisku etanolowym (metoda A) przebiegaja
korzystnie tylko w przypadkach stosowania wyj$ciowych aminoguanidyn o wzglednie dobrej
rozpuszczalnosci (31-34, R' = Me). Natomiast zapewnienie korzystnego przebiegu reakcji
z trudno rozpuszczalnymi aminoguanidynami 35-39 wymagato zastapienia etanolu jego
mieszaning z dioksanem (metoda B) lub bezwodnym DMSO (metoda C). Z kolei
stwierdzono, ze prowadzone w analogicznych warunkach reakcje aminoguanidyn 30, 32
1 37 z diacetylem przebiegaja w odmienny sposob i pozwalaja na otrzymanie z dobra
wydajnoscia (65-89%) 1-[4-chloro-2-(R*-metylotio)-5-R'-benzenosulfonylo]-3-(2-oksobutyl-
3-ylidenoimino)guanidyn 80-82 (Schemat 13, publikacja PS).

Uwzgledniajac  dalsze  mozliwosci  modyfikacji  struktury  otrzymanych
N-(triazynylo)benzenosulfonamidow 73-76, ukierunkowane dazeniem do poznania ich
zalezno$ci struktura chemiczna - aktywnos$¢ przeciwnowotworowa, przyktadowo otrzymano
zamierzony 2-benzylotio-4-chloro-5-cyjano-N-(5,6-difenylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzeno-
sulfonamid 83 (wyd. 85%) w typowej reakcji POCl; z grupa CONH; wyjSciowego benzamidu
74 (Schemat 13, publikacja PS).
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Schemat 13
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Podejmujac z kolei badania nad reakcjami aminoguanidyn 30, 32 i 33 z 3.4-
dihydroksy-3-cylkobuteno-1,2-dionem (kwas kwadratowy) mozna byto oczekiwaé ich kilku
alternatywnie zbudowanych produktéw, powstajacych z udziatem jednej lub dwoch grup
aminowych ugrupowania aminoguanidynowego oraz grup hydroksylowych lub
karbonylowych 3,4-dihydroksy-3-cyklobuteno-1,2-dionu — podobnie do znanych =z
piSmiennictwa alternatywnych produktéw reakcji 3,4-di(hydroksy- lub alkoksy)-3-
cyklobuteno-1,2-dionéw z aminami lub hydrazynami [165-169].

Przeprowadzajac omawiane reakcje aminoguanidyn 30, 32 i 33 w S$rodowisku
wrzacego etanolu stwierdzono (publikacja P5), ze ich gtownymi produktami sa odpowiednie

4-chloro-5-metylo-2-(R*metylotio)-N-(1,2-dihydroksycyklobuta[e]1,2,4-triazyn-3-ylo)
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benzenosulfonamidy 84-86, wyodrebnione z wydajnoscia 34-42%. Stwierdzono ponadto, ze
reakcja aminoguanidyny 32 z 3,4-dietoksy-3-cyklobuteno-1,2-dionem przebiega rowniez z
utworzeniem sulfonamidu 85 (wyd. 21%). Oparty na tych spostrzezeniach, proponowany

mechanizm przebiegu omawianych reakcji przedstawiono na Schemacie 14 (publikacja P5).

Schemat 14

R2

( HO o) EtO 0
:@: _N.__NH, HO ©

EtO 0 32
Me SNy
O OHN.

NH EtOH twrz. EtOH twrz.
30, 32, 33
-2Hy0 -2 EtOH
wyd. 34-42% wyd. 21%
R? R?

R =Hlub Et

AN
30, 84 H % h D/
32,85 Ph N. =—~

33, 86 COOEt 84-86



61
4.1.3. Syntezy S-podstawionych pochodnych 4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzeno-
sulfonamidu w reakcjach bromkow kwasow hydrazonowych z solq dipotasowq N-(4-
chloro-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonylo)cyjanamidu lub 4-chloro-2-merkapto-5-

metylbenzenosulfonamidem

Znane z aktywnos$ci przeciwnowotworowej pochodne  4-chloro-5-metylo-
benzenosulfonamidu posiadaja w pozycji 2 wolna grupg SH [62-71], a tylko nieliczne z nich
ugrupowanie S-CH,-R, w ktorym R jest wodorem [170] lub heteroarylem [171]. W pracy
niniejszej stwierdzono jednak, ze aktywno$cia przeciwnowotworowa sa rowniez obdarzone
liczne 4-chloro-2-(R-CH,-S)-5-metylobenzenosulfonamidy, w ktorych R jest metylem,
fenylem, grupa karboksyamidowa lub alkoksykarbonylowa. Sktonito to do zbadania
przebiegu reakcji  tytutowych w celu otrzymania 1 poznania  aktywnosci
przeciwnowotworowej niektorych pochodnych 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu
zawierajacych podstawnik elektronoakceptorowy zwiazany bezposrednio z atomem siarki w
pozycji 2.

Przeprowadzajac reakcje soli dipotasowej N-(4-chloro-2-merkapto-5-
metylobenzenosulfonylo)cyjanamidu 3 z bromkami kwaséw hydrazonowych [172-175] w
etanolu uzyskano odpowiednio do uzytych bromkéw zamierzone S-[5-chloro-2-
(cyjanoamindano)sulfonylo-4-metylofenylo]-/N-(4-nitrofenylo)alkanotiohydrazoniany
potasowe 87-89 1 S-[5-chloro-2-(cyjanoamidano)sulfonylo-4-metylofenylo]-N-(4-
nitrofenylo)benzotiohydrazoniany potasowe 90-93 (Schemat 15, publikacja P6).

Schemat 15
NO, zw.| R
NO, RL /N‘N/©/ 87 | pr
Rl\r/N,N(j Y H 88 | i-Pr
cl SK . H Cl S 89 | i-Bu
§ § wyd. 47-53%
- EtOH, twrz - SIS0
Me //S\\ \\\N Me //s\\ \\\N
00 © 1
ZW. R
3 87-93 _
90 | Ph
91 | 4-Cl-Ph
92 | 4-Me-Ph
93 | 4-Br-Ph

wyd. 67-84%
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Z kolei zamierzone analogowe N-(4-nitrofenylo)tiohydrazoniany S-(5-chloro-4-metylo-2-
sulfoamoilofenylowe) 94-107, uzyskano z dobra lub umiarkowana wydajnoscia podczas
ogrzewania bromkow kwasow hydrazonowych z roztworem (5-chloro-4-metylo-2-

sulfoamoilo)tiofenolanu trietyloaminiowego A w chlorku metylenu (Schemat 16, publikacja

P6).

Schemat 16
O ®
_NH = 20° _NH
Me g NHa 1= 20°C e o NH:
7\ D
A
) ONOZ r,X ~ | /©/NOZ
RLUN. . N
N YOSNrEUN
Br H Br H
= NO, X N,
RLL N, A L "
Y H Y N
c I IS cl s H
CH,yCl> t. wrz.
_NH 2Ll Iji NH
Me 'S 2 Ve S 5
' AN
O O
94-100  wyd. 47-79% 101-107  wyd.61-82%
Zw. Rr! 2. X v
94 Et 101 | H H
95 Pr 102 | cl H
96 i-Pr 103 NO, H
97 i-Bu 104 Me H
98 t-Bu 105 MeO H
99 CsHi1 106 HO Br
1001 CHCHPh 107 | -CH=CH-CH=CH-
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4.2.  Syntezy pochodnych 4-chloro-2-merkapto-N-(4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzeno-
sulfonamidu, potencjalnych inhibitorow integrazy HIV-1

Znane z interesujacej aktywnosci przeciw-HIV pochodne 4-chloro-2-merkapto-N-(1H-
1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu [62,63] w badaniach nad mechanizmem ich dziatania
AIDS-przeciwwirusowego okazaty si¢ pierwszymi z poznanych efektywnych inhibitorow
integrazy HIV-1 [106].

Analizujac zaleznosci struktura chemiczna — aktywno$¢ biologiczna znanych 4-chloro-
2-merkapto-N-(1H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidow [106] daje si¢ zauwazy¢, ze ich
zdolnos¢ hamowania funkcji integrazy HIV-1 jest zalezna od rodzaju i potozenia podstawnika
pierscienia triazolowego 1 moze by¢ tez ksztaltowana efektami elektronowymi podstawnikéw
w pozycji 5 pierscienia benzenowego. Wydawato si¢ wigc celowym, otrzymanie i poznanie
wplywu na integraz¢ HIV-1 nie opisanych wcze$niej analogowych pochodnych 4H-1,2.4-
triazolu.

Podejmujac w tym celu proby otrzymania zwiazkow tytulowych w reakcjach
3-(alkilo- lub aryloamino)-6-chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn 108a-t z wodzianem
hydrazyny i N,N-dimetyloformamidem, przeprowadzonych wedlug procedury ,,one-pot”
mozna bylo oczekiwac ich przebiegu w dwodch gldwnych kierunkach, w ktérych powstajacy
poczatkowo produkt addycji hydrazyny do benzoditiazyny (Schemat 17) stabilizuje si¢ przez
eliminacje aminy (R*NH,) i utworzenie odpowiedniej N-(benzoditiazyn-3-ylo)hydrazyny,
wzglednie przez rozerwanie pierScienia benzoditiazynowego 1 utworzenie pochodnej
N-amino-N"-(4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyny, ktora reagujac z obecnym w
srodowisku N, N-dimetyloformamidem tworzy zamierzone pochodne 4-chloro-2-merkapto-N-
(4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu (publikacje P7 i P8).

Obecnosci  wspomnianych  N-(benzoditiazyn-3-ylo)hydrazyn ~w  produktach
omawianych reakcji nie stwierdzono. W rezultacie, dalsze badania nad przebiegiem tych
reakcji koncentrowaty si¢ na okresleniu korzystnych stosunkéw molowych substratow oraz
parametréw czasu 1 temperatury, warunkujacych otrzymanie zamierzonych 4-chloro-2-
merkapto-N-(4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidow  109-129 z mozliwie dobra
wydajnoscia, bez znaczacego udzialu ubocznie powstajacych typowych produktéow ich
utlenienia do disulfidow, a takze disulfidow posrednio wytworzonych N-amino-N’-(4-chloro-

2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyn.
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Schemat 17
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ZW. R! R2 RS
. zw. R? R2 spos6b/
108s,127 | MeOCO | i-Bu | HyNNHCO Wyl %
108t,128 | H,NCO | Bu H,NNHCO '
108a, 109 Me Bu A T3
108b, 110 Me i-Bu A 63
108c, 111 Me PhCH, A 64
cl SH 108d,112 | PhCH,NHCO Bu A 50
H Bu spos6b C 108e,113 | 4-MePhNHCO Pr AT2
H,N S,N N 108f, 114 | 4-MePhNHCO Bu A 55
AN VR o, 1089,115 | 4-CIPhNHCO | Bu A 60
o N-N  (R'=NNCO;R"=Bu)  10gh,116 | 4.CIPhNHCO | i-Bu A 72
129 108i, 117 | 4-MeOPhNHCO | i-Bu A 61
wyd. 88% 108j, 118 4-MePhNHCO s-Bu A 79
108k, 119 | 4-MePhNHCO PhCH, A 74
108l, 120 Me 4-CIPh AA45:B,64
108m, 121 | PhNHCO 4-FPh B, 59
108n,122 | 4-CIPhNHCO 4-MePh B,71
1080,123 | PhNHCO 4-CIPh B,61
108p, 124 PhNHCO 4-MePh B, 56
108q,125 | 4-FPhNHCO 4-FPh B, 69
108r, 126 | 4-CIPhNHCO 4-FPh B, 63
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Ogolnie mozna stwierdzi¢ (publikacje P7 i1 P8), ze korzystny przebieg omawianych reakcji
3-aminobenzoditiazyn 108a-t (Schemat 17) wymaga stosowania temperatur okoto 100°C,
duzych nadmiaré6w wodzianu hydrazyny (9 M ekwiwalentow) i N, N-dimetyloformamidu (12
M ekwiwalentow) oraz atmosfery gazu obojetnego.

Przedstawione na Schemacie 17 trzy warianty opracowanej metody otrzymywania
zamierzonych zwiazkow sa odpowiednio dostosowane do rdéznic w reaktywnosci
wyjsciowych 3-aminobenzoditiazyn 108a-t. Stwierdzono bowiem, ze w poréwnywalnych
warunkach omawiane reakcje 3-alkiloaminobenzoditiazyn 108a-k przebiegaja w czasie 9-11
godzin (sposéb A), natomiast 3-aryloaminobenzoditiazyn 108l-t w czasie wydtuzonym do
okoto 15 godzin. Stwierdzono réwniez, ze analogowe reakcje estru metylowego kwasu
6-chloro-3-(2-metylopropyloamino)-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyno-7-karboksylowego 108s
lub amidu kwasu 3-butyloamino-6-chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn-7-karboksylowego
108t przeprowadzone sposobem A, przebiegaja z rownoczesna hydrazynoliza obecnych w ich
czasteczkach grup (R') metoksykarbonylowej lub karbamoilowej i utworzeniem
odpowiednich 4-chloro-5-karbazoilo-2-merkapto-N-{4-[(2-metylopropylo)- lub butylo]-4H-
1,2,4-triazol-3-ylo} benzenosulfonamidow 127 i 128. Stwierdzono ponadto, ze analogiczna
reakcja wspomnianego amidu 108t z wodzianem hydrazyny w temperaturze 100° przy
obnizonym nadmiarze wodzianu hydrazyny (6,3 M ekwiwalentéw) i1 czasie skroconym do
4 godzin (sposob C), pozwala na otrzymanie zamierzonego 4-chloro-5-karbamoilo-2-
merkapto-N-(4-butylo-4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu 129 z wydajnoscia 88%
(publikacja P7).

Obecnos$¢ wolnej grupy tiolowej w strukturze otrzymanych pochodnych 4-chloro-2-
merkapto-N-(4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu 109-129 stwarza liczne mozliwos$ci
ich dalszych przemian chemicznych.

Przyktadowo stwierdzono, ze 4-chloro-2-merkapto-5-metylo-N-[4-(2-metylopropylo)-
-4H-1,2 4-triazol-3-ylo]benzenosulfonamid 110 moze by¢ tatwo utleniony do disulfidu 110a,
lub w reakcji zobojetnienia przeprowadzony w trwala, rozpuszczalna w wodzie sol disodowa
110b (Schemat 18, publikacja P7). Z kolei w typowych reakcjach 2-merkapto-
benzenosulfonamidow 109-111, 113 i 129 z kwasami a-halogenoalkanokarboksylowymi,
ukierunkowanych dazeniem do poznania zaleznosci struktura — aktywno$¢ biologiczna,
otrzymano zamierzone kwasy 2-{5-chloro-4-R'-2-[(4-R?*-4H-1,2 4-triazol-3-ylo)
aminosulfonylo]fenylotio}alkanowe 130-141 (Schemat 18, publikacje P7 i P8).
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Schemat 18
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111,139 Me PhCH, H
129, 140 H,NCO Bu H
113,141 4-MePhNHCO Pr H
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4.3.  Omowienie wynikow badan biologicznych

4.3.1. Aktywnosc¢ przeciwnowotworowa in vitro niektorych sposrod otrzymanych w pracy

nowych pochodnych 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu

Zmierzajac do poznania witasciwosci biologicznych otrzymanych w pracy nowych
sulfonamidéw do oceny oczekiwanej aktywno$ci przeciwnowotworowej wytypowano
poczatkowo 9 zwiazkéw, reprezentujacych cztery szeregi pochodnych N-[4-chloro-2-(R*-
metylotio)-5-metylobenzenosulfonylo]guanidyny 32, 46-48, 50, 53, 54, 60 1 61.

rPh rR2
2
dj@s cl S 2W. R X
H
_N.__NH, II _N.__NH 46 Me CH
Me ST Me S ¥ @ 47 | Ph CH
O OHN\NH @) OHN\N Sy 48 COOEt | CH
32 2 46-48, 50 H 50 Ph N
R? R?

[ [

Cl S cl S ZW.
D[ H NH j@i N N Ph
P - Q/ 53 Me
O/ Me S \\r

Me 2y N 54 Ph
OHN. A~ o0 HN. -Me 60 | Me
53, 54 60, 61 H 61 Ph

Oceng wykonat Department of Pharmaceutical and Medicinal Chemistry, University
of Greifswald, w testach in vitro na jedenastu liniach komdrkowych ludzkich nowotwordw:
pecherza moczowego (RT-4, RT-112 i 5637), przetyku (KYSE-70, KYSE-510 1 KYSE-520),
trzustki (YPAC, DAN-G), szyjki macicy (SISO) ptuc (LCLC-103H) i piersi (MCF7). Wyniki
przedstawiono w wartosciach oznaczonego ICsg (stezenie powodujace zahamowanie wzrostu
50% populacji komorek nowotworowych). Przyjetym kryterium selekcji zwiazkow
aktywnych w zastosowanych badaniach byt poziom ICsy < 40,0 uM, a cis-platyng uzyto jako
zwiazek referencyjny.

Zalezne od struktury dzialanie przeciwnowotworowe wykazuja 3-aryloamino-1-[4-
chloro-2-(R*-metylotio)-5-metylobenzenosulfonylo]guanidyny (46-48, 50) i 1-benzylideno-2-
(4-chloro-2-etylotio-5-metylobenzenosulfonylo)-3-metyloaminoguanidyna (60) (Tabela 1).

Na zwrdcenie uwagi wydaje si¢ zastugiwa¢ wzglednie wysoka aktywno$¢ zwiazku 47
w odniesieniu do wszystkich badanych linii komoérek nowotworowych (ICsp = 2,4 — 8,1 uM),

poréwnywalna lub zblizona do aktywnosci cis-platyny (Tabela 1, publikacje P3 1 P4).
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Tabela 1. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa in vitro zwiazkéw 32, 46-48, 50, 53, 54, 60 1 61*

R? Me

[

al s zw. R? X al S
H
ﬁv@ AEAE B
O OHN. Ay 48 COOEt | CH O OHN. -Me
46-48, 50 H 50 Ph N 60 H

Typ nowotworu 1Csp [uM]
Linia komérkowa Nr zwiazku

Cis-platyna 46 47 48 50 60
N. pecherza
moczowego
RT-4 3,7 17,5 3,5 4,8 8,1 > 40,0
RT-112 2,1 22,5 53 9,6 13,5 > 40,0
5637 0,3 16,9 3,0 4,2 5,9 20,4
N. przelyku
KYSE-70 1,5 25,7 4,3 9,8 9,5 19,1
KYSE-510 0,9 28,1 4,0 6,5 9,1 29,3
KYSE-520 5,0 31,7 5,7 9,9 13,1 17,9
N. trzustki
YPAC 6,0 27,9 8,1 10,6 15,6 34,5
DAN-G 1,4 24,3 3,4 6,5 9,3 32,1
N. szyjki macicy
SISO 0,2 17,7 4,9 7,2 11,7 29,6
N. pluc
LCLC-103H 1,6 8,0 3.4 3,6 10,0 8,7
N. piersi
MCEF7 0,7 11,1 2,4 2,7 4,4 19,9
Wartos¢ $rednia 2,1 21,0 4,4 6,8 10,0 26,5

* Zwiazki 32, 53, 54 1 61 nie spetniaty kryterium selekcji w badaniach na liniach komorkowych raka
przetyku (KYSE-510), raka szyjki macicy (SISO) i raka pluc (LCLC-103H) - ICs¢ > 40,0 uM

Oceng aktywno$ci przeciwnowotworowej kolejnych sposrod otrzymanych i
typowanych do badan biologicznych pochodnych 2-merkaptobenzenosulfonamidu ocenial w
testach in vitro National Cancer Institute (NCI) Bethesda, USA. Badania przeprowadzono na
okoto 60 liniach komérkowych pochodzacych z 9 typow nowotwordow ludzkich: biataczki,
ptuc, okreznicy, mozgu, czerniaka, jajnika, nerki, prostaty i piersi, w szerokim zakresie st¢zen
testowanych zwiazkow (10* = 10" M).

Parametry Glso TGI i LCsy wyznaczono na podstawie krzywych przedstawiajacych
zalezno$¢ procentowego wzrostu komoérek nowotworowych od stezenia molowego badanego
zwiazku, wyrazonego w skali logarytmicznej (log;oM). Okreslaty one interpolowane wartosci

odpowiadajace st¢zeniom, przy ktdrych procentowy wzrost wynosit odpowiednio: +50%
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(Glsp), 0% (TGI) 1 -50% (LCsp). Za kryterium aktywnosci przeciwnowotworowej NCI
przyjmuje wartosci Glso < 100 uM.

Sposrod skierowanych do oceny kolejnych pochodnych N-[4-chloro-2-(R*-metylotio)-
R'-benzenosulfonylo]guanidyny 29, 56, 62-65, 67, 80 i 82 (publikacje P2, P4 i P5):

NM62

NJ\|N
N~ “NH, r
cl S cl S
Me s N N2 Me S Y

O OHN Br O OHN. ~ S
29 ©/ 56 N/\@/NOZ

R? R?

[ [

cl S cl S
X JO
- o N N A N__NH

S R! ST

Me
oo HN\N,Me 00 HN\N/)\”/Me
62-65, 67 H 80, 82 o
Zw. R R? Ar Zw. R? R?
62 Me Me 5-NOy-2-tienyl 80 ‘ Me H
63 Me Ph 5-NO,-2-tienyl 82 PhNHCO Ph
64 Me COOEt 5-NO,-2-tienyl
65 Me Ph 5-NO,-2-furyl
67 4-CI-PhNHCO| Pph 5-NO,-2-tienyl

aktywnos¢ przeciwnowotworowa wykazaty zwiazki 63, 64, 67 i 82 (Tabele 2, 3 1 4). Zwiazek
64 wyrodznia si¢ zdolnoscia hamowania wzrostu wszystkich badanych 51 linii komérkowych
(Glsp = 0,3 — 42,7 uM), a wysoka aktywno$¢ oraz selektywno$¢ dziatania wobec niektorych
linii komérkowych wykazaty zwiazki: 63 (Glso = 0,3 — 7,6 uM), 67 (Glso = 1,3 — 7,9 uM)
(Tabela 3) 1 82 (GIsp = 0,05 — 7,9 uM) (Tabela 4) (publikacje P4 i P5).

Na zwrocenie uwagi wydaje si¢ zastugiwaé fakt, ze mata modyfikacja struktury
wyrozniajacego si¢ aktywno$cia zwiazku 63, przez wymiang jego podstawnika 5-nitro-2-
tienylowego na 5-nitro-2-furylowy, prowadzi do zwiazku 65 pozbawionego aktywno$ci w

zakresie badanych stezen (Tabela 2).
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Tabela 2. Ogodlna charakterystyka aktywnosci przeciwnowotworowej in vitro zwiazkow 29,
56, 62-65, 67, 80 i 82*

Nr Glso[uM] | Liczba linii komérkowych spehiajacych kryterium aktywnosci / liczba badanych linii
ZW. (wartos¢ komérkowych.
$rednia) Zakres stgzen cytotoksycznych dla parametréw Glso, TGI i LCs

Glso [uM] TGI [uM] LCso [ uM]

Liczba Zakres Liczba | Zakres Liczba | Zakres
63 33,9 20/51 0,3-95,8 3/51 0,8—-13,9 2/51 8,3-84,0
64 19,9 51/51 6,0 —42,7 41/51 24,7-89,9 17/51 51,3-95.9
67 42,7 17/53 1,3-38,1 2/53 7,6 —47,7 0/53 -
82 22,4 42/55 0,05 -97,7 7/55 0,38—-79,4 1/55 4,83

* Zwiazki 29, 56, 62, 65 i 80 (podane w stezeniu 0,1 mM) nie spetniaty kryterium selekcji w przedwstepnym
badaniu na trzech liniach komdrkowych raka piersi (MCF7), raka ptuc (NCI-H460) i raka mozgu (SF-268).

Tabela 3. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa in vitro zwiazkéw 63, 64 1 67 wobec wybranych
linii komoérkowych nowotwordéw ludzkich (Glsp < 8 pM)

Cl

S
I I _N
R S

63, 641 67

Nr R' Warto$¢ érednia | Typ nowotworu Glsg TGI LCs
ZW. R’ Glso (M) dla | Linia komérkowa uM uM uM
wszystkich linii
63 Me 33,9 Bialaczka
Ph RPMI-8226 0,3 * *
N. phuc
HOP-92 7,6 * *
N. okreznicy
COLO 205 0,3 0,8 8,3
HCC-2998 0,3 0,8 84,0
HCT-116 0,6 * *
HCT-15 0,5 * *
KM12 2.0 * *
Czerniak
MALME-3M 0,4 * *
SK-MEL-5 0,4 13,9 *
64 Me 19,9 N. jajnika
COOEt OVCAR-5 6,0 38,4 *
N. prostaty
DU-145 7,4 41,5 *

ciqg dalszy
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Tabela 3. cd.

Nr R' Wartos¢ $rednia | Typ nowotworu Glsp TGI LCs

zw. R’ Glso (pM) dla | Linia komoérkowa uM uM uM

wszystkich linii
67 4-Cl-PhNHCO 42,7 N. phuc
Ph AS549/ATCC 6,6 * *

NCI-H460 2,5 7,6 *
HOP-92 4,3 47,7 *
N. okreznicy
COLO 205 59 * *
HCC-2998 1.4 * *
HCT-116 1,3 * *
HT29 7,9 * *
SW-620 4.4 * *
N. nerki
SN12C 3.3 * *
N. piersi
T-47D 6,4 * *

* Wartosci TGl i LCsp > 100 uM

Podobnie mate modyfikacje struktury wspomnianego zwiazku 63 — polegajace na

zmianach jego podstawnikéw R* = Ph na R* = COOEt lub R' = Me na R' = 4-CIPhNHCO -

prowadza do zwiazkéw o nizszej aktywnoS$ci, znaczaco rdézniacych si¢ liczebno$cia i/lub

rodzajem komorek nowotworowych najbardziej wrazliwych na ich dziatanie (Glso = 0,3 — 7,6

uM) (Tabela 3, publikacja P4).

Tabela 4. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa in vitro zwiazku 82 wobec wybranych linii
komorkowych nowotwordw ludzkich (Glso< 8 uM)

Warto$¢ $rednia Glso dla wszystkich
linii komorkowych = 22,4 uM

rPh
Cl S
H H
_ _N__NH
Ph /,S\\ Me
o} oo HN\N//H‘/Me
82

Typ nowotworu Glsg TGI LCs
Linia komérkowa uM uM uM
Bialaczka

HL-60(TB) 2,3 242 *
K-562 5,6 * *
MOLT-4 3,7 56,3 *
RPMI-8226 7,0 * *
SR 6,2 * *
N. phuc

EKVX 6,6 39,5 *
HOP-62 0,05 0,4 4.8
N. okreznicy

HCT-116 0,3 * *
N. mézgu

SF-539 2,8 8,1 *
Czerniak

M14 1,1 3,9 *
N. nerki

786-0 0,8

ACHN 7,9

N. prostaty

DU-145 3,5 * *
N. piersi

MDA-MB-231/ATCC | 5,9 * *

* Wartosci TGl i LCsp > 100 uM
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Poréwnanie z kolei struktur dwoéch analogowych 1-[4-chloro-2-(R*-metylotio)-5-R'-
benzenosulfonylo]-3-(2-oksobutyl-3-ylidenoimino)guanidyn 80 i 82, pozbawionej aktywnosci
80 (Tabela 2, R' = Me, R* = H) i wyrdzniajacej si¢ aktywnoscia 82 (Tabela 4, R' = PANHCO,
R’ = Ph) wskazuje na znaczna role oraz korzystny wplyw na aktywnosé

przeciwnowotworowa efektow elektronoakceptorowych podstawnikow R' i R* (publikacja

P5).

Przedstawione wyniki oceny aktywno$ci przeciwnowotworowej pochodnych N-[4-
chloro-2-(R*metylotio)benzenosulfonylo]guanidyny, sktonity do przeprowadzenia syntez ich
cyklicznych analogéw, z ktorych do testow biologicznych skierowano pochodne N-(5,6-
diarylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu 69, 70, 72, 74, 75, 77-79 i 83 oraz N-(1,2-
dihydroksycyklobuta[e]1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamid 85 (publikacja PS5).

N Ar °N OH
69, 70, 72, 74, 75, 77- 79, 83 85

w R! 2

. R Ar
69 Me Ph Ph
70 Me Ph 2-furyl
72 Me CONH, | Ph
74 H,NCO Ph Ph
75 H,NCO Ph 2-funyl
7 PhNHCO Ph Ph
78 4-CI-PhNHCO Ph Ph
79 4-Me-PhNHCO Ph Ph
83 NC Ph Ph

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa stwierdzono dla 7 sposréod 10 testowanych
zwiazkow (Tabela 5). Zwiazki 69, 70, 79 1 83 hamuja wzrost wigkszosci badanych linii
nowotworowych (wartosci $rednie Glso w zakresie 20,9 — 24,5 uM, Tabela 5), a zwiazki 72,
74 i 78 wyrdzniaja si¢ aktywnoscia oraz selektywnoscia dziatania wobec jednej lub kilku linii

komoérek nowotworowych (Glso = 0,05 — 0,7 uM) (Tabela 6).
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Tabela 5. Ogodlna charakterystyka aktywno$ci przeciwnowotworowej in vitro zwiazkow 69,
70, 72, 74,75, 77-79, 83 i 85*

Nr Glso[uM] | Liczba linii komérkowych spetniajacych kryterium aktywnosci / liczba badanych linii
ZW. (wartos¢ komorkowych.
Srednia) Zakres stgzen cytotoksycznych dla parametrow Glso, TGI i LCs

Glso [uM] TGI [uM] LCs [ uM]

Liczba Zakres Liczba | Zakres Liczba | Zakres
69 20,9 54/55 5,7-373 53/55 25,2-90,3 31/55 59,4-97,5
70 24,5 55/56 17,1 -394 49/56 32,5-83,1 28/56 60,4 - 96,3
72 45,7 41/56 0,7-78,7 16/56 30,1 -97,6 6/56 68,9-93,9
74 35,5 36/56 0,1 -78,4 20/56 36,9 — 60,0 3/56 73,2-923
78 30,2 54/55 0,05 -176,1 22/55 36,5-90,0 3/55 74,3 - 90,1
79 22,9 51/52 11,8494 40/52 28,6 —93,7 22/52 57,6 — 98,2
83 24,5 51/53 6,3 —44,5 39/53 22,6 — 89,5 18/53 61,4-958

* Zwiazki 75, 77 1 85, (podane w stezeniu 0,1 mM) nie spelnialy kryterium selekcji w przedwstepnym badaniu
na trzech liniach komorkowych raka piersi (MCF7), raka ptuc (NCI-H460) i raka mézgu (SF-268).

Daje si¢ zauwazy¢, ze aktywno$¢ i1 spektrum dziatania przeciwnowotworowego
omawianych 4-chloro-5-R'-2-(R*-metylotio)-N-(5,6-diarylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzeno-
sulfonamidéw (Tabele 5 1 6) sa zalezne przede wszystkim od trafnosci doboru ich
podstawnikéw R' i R%.

Przyktadowa wymiana w zwiazkach 69 i 83 ich podstawnikéw R' = Me lub CN na R’
= H,NCO prowadzi do zwiazku 74 wyrdzniajacego si¢ wysoka zdolnoscia wybidrczego
hamowania wzrostu komorek nowotworowych okre¢znicy (HT29), moéozgu (SNB-75) i
czerniaka (SK-MEL-28) (GIso = 0,1 — 0,5 uM, Tabela 6). Podobnie zwiazek 78 R' =
4-CIPhNHCO) charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscia wobec komorek RXF 393 raka nerki
(Glso = 0,05 uM), natomiast jego bliski analog 77 (R' = PhNHCO) nie wykazywat
aktywno$ci w zakresie badanych stezen (Tabela 5). Réwniez inna modyfikacja struktury
zwiazku 69, przez zmiane grupy R® = Ph na R* = H,NCO, prowadzi do zwiazku 72
wykazujacego silne dziatanie na komorki SF-539 raka mozgu (Glsp = 0,7 uM, Tabela 6).



Tabela 6. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa in vitro zwiazkéw 69, 70, 72, 74, 78, 79 i 83
wobec wybranych linii komérkowych nowotworéw ludzkich

cl S
1 - r
R /s\ﬁ\

oo N\/I

N Ar

<
-~

69, 70, 72, 74, 78, 79, 83

Nr R' Wartos$¢ §rednia | Typ nowotworu Glsp TGI LCs
ZW. R’ Glso (uM) dla Linia komorkowa uM uM uM
Ar wszystkich linii
69 Me 20,9 Bialaczka
Ph MOLT-4 15,0 36,8 90,1
Ph RPMI-8226 11,5 52,8 *
N. pluc
EKVX 5,7 25,2 66,9
NCI-H322M 14,1 30,9 67,9
N. nerki
786-0 14,5 29,8 61,1
N. prostaty
DU-145 15,2 30,7 61,8
70 Me 24,5 Czerniak
Ph SK-MEL-5 17,5 32,5 60,4
2-furyl N. prostaty
DU-145 17,1 32,5 61,8
72 Me 45,7 N. mézgu
CONH, SF-539 0,7 30,1 93,3
Ph N. jajnika
OVCAR-3 19,6 42,8 93,8
74 CONH, 35,5 N. okreznicy
Ph HT29 0,1 * *
Ph N. mézgu
SNB-75 0,5 37,8 *
Czerniak
SK-MEL-28 0,5 * *
N. jajnika
OVCAR-+4 2,7 41,7 *
78 4-CI-PhNHCO 30,2 Bialaczka
Ph MOLT-4 15,0 36,5 89,0
Ph N. nerki
RXF 393 0,05 * *
79 4-Me-PhNHCO 22,9 Bialaczka
Ph RPMI-8226 11,8 448 *
Ph N. mézgu
U251 13,7 28,7 59,9
Czerniak
LOX IMVI 13,3 28,6 61,3
N. piersi
MDA-MB-435 15,5 35,0 71,1
83 CN 24,5 Bialaczka
Ph HL-60(TB) 7,1
Ph RPMI-8226 9,8
N. jajnika
OVCAR-3 15,3 31,5 64,7
N. nerki
RXF 393 6,3 22,6 96,5

* Wartosci TGL i LCso > 100 pM
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Badania nad aktywnos$cia przeciwnowotworowa przedstawicieli kolejnej grupy
nowych pochodnych 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu zapoczatkowano
przeprowadzeniem syntez 1 przekazaniem do testow in vitro S-[5-chloro-2-
(cyjanoamidano)sulfonylo-4-metylofenylo]-N-(4-nitrofenylo)benzotiohydrazonianow
potasowych (90, 91) i N-(4-nitrofenylo)benzotiohydrazonianow S-(5-chloro-4-metylo-2-
sulfoamoilofenylowych) (101, 102).

r o
1 1
RYN\ RN

cl s H cl S
P - 2
Me //S\\ \\\N Me //S\\
d o do
90-91 101-102
2w ‘ Rl
101 ‘ Ph
91 4-CIPh 102 4-CIPh

Zdolnos¢ hamowania wzrostu komoérek nowotworowych wykazaly trzy zwiazki
(Tabela 7). Wyrdzniajacy si¢ aktywno$cia zwiazek 102 hamuje wzrost wszystkich 56
badanych linii komérkowych (wartos$¢ srednia Glsy = 2,8 uM), natomiast zwiazki 90 i 91
wyrdzniaty si¢ dziataniem w niskich nanomolowych wartos$ciach (Glsy < 0,01 uM) wobec

linii komorkowej A498 raka nerki (Tabele 7 i 8, publikacja P6).

Tabela 7. Ogolna charakterystyka aktywnosci przeciwnowotworowej in vitro zwiazkow 90,
91, 101-102*

Nr GIso [uM] | Liczba linii komérkowych spetniajacych kryterium aktywnosci / liczba badanych linii
ZW. (wartos¢ komorkowych.

$rednia) Zakres stezen cytotoksycznych dla parametréw Glso, TGI i LCs

Glso [uM] TGI [uM] LCso [ uM]

Liczba Zakres Liczba | Zakres Liczba | Zakres
90 16,2 51/57 <0,01 —44,7 | 48/57 22,5 -83,1 38/57 47,5 -96,0
91 25,1 49/57 <0,01-77,6 | 21/57 2,3-983 5/57 35,7-98.3
102 2,8 56/56 0,5-44.3 45/56 3,4-779 20/56 6,9-718

* Zwiazek 101 (podany w stezeniu 0,1 mM) nie spetniat kryterium selekcji w przedwstgpnym badaniu na trzech
liniach komérkowych raka piersi (MCF7), raka ptuc (NCI-H460) i raka mozgu (SF-268).
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Tabela 8. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa in vitro zwiazkow 90, 91 1 102 wobec wybranych

linii nowotworowych

1
R NS

N /N\
cl s H cl s
:C[ § zw R! D[
Me PN - Me s N
/ N\ N 77\
00 90 | Ph ©
90-91 91 4-CIPh 102
Nr zwiazku
Typ nowotworu 90 91 102
Linia komérkowa | G, TGI LCso Gls, TGI LCs Gls, TGI LCsp
M M uM M uM M M M M

Bialaczka
MOLT-4 4,4 81,2 * 19,5 * * 4,1
K-562 15,2 429 * 35,2 80,3 * 34
N. Phluc
HOP-92 10,7 32,7 99,8 19,4 96,9 * 2,2 5,4 *
NCI-H322M 13,1 29,0 63,9 22,5 * * 1,8 4,3 16,0
NCI-H522 14,6 32,6 72,6 21,8 89,5 * 3,2 11,5 *
NCI-H460 18,5 36,3 72,0 26,7 * * 2,1 53 *
N. okreznicy
HCT-116 13,8 30,6 68,1 11,2 26,0 60,6 3,1 4,4 *
KM12 16,6 30,2 55,0 24,6 56,9 * 1,9 4,2 8,9
N. mozgu
U251 14,9 28,1 53,0 48,2 * * 2,2 5,4 *
SF-268 19,2 43,7 99,7 26,0 * * 2,3 6,5 53,6
SF-295 15,9 34,0 72,4 22,7 65,5 * 2,1 5,4 *
SNB-75 20,4 * * 38,1 * * 1,8 4,0 8,8
Czerniak
LOX IMVI 15,4 28,8 53,7 30,1 * * 2,1 * *
MALME-3M 16,5 39,6 94,8 24.4 96,3 * 1,6 4,3 17,1
SK-MEL-28 17,2 37,4 81,1 31,2 * 0,5 4,9 36,4
N. jajnika
OVCAR-3 14,2 30,5 65,7 21,2 * 1,7 3,9 8,5
OVCAR-4 13,9 31,8 72,9 20,9 75,0 1,7 4,5 22,1
SK-OV-3 * * * 17,9 57,6 1,9 3,9 7,9
N. nerki
A498 <0,01 * 58,7 <0,01 |23 35,7 43 21,8 *
UO0-31 15,5 36,7 86,6 34,1 * * 4.4 22,0 *
TK-10 16,0 38,3 92,0 25,0 * * 1,8 3,5 6,9
ACHN 18,0 41,5 95,6 34,1 * * 2,9 10,4 71,8
RXF 393 23,5 48,9 * 344 * * 1,7 3,5 6,9
N. prostaty
DU-145 11,7 24,0 49,0 17,6 * * 2,2 5,5 90,9
N. piersi
MCF7 14,7 28,3 54,7 15,9 42,6 2,0 4,6
BT-549 15,7 36,7 86,0 20,3 73,4 4,6 35,4
HS 578T 16,2 43,2 * 17,2 58,0 4,9 *

* Wartosci GI50, TGI 1 LC50 > 100 }lM
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Wzglednie wyzsza aktywnosc¢ i szerokos$¢ spektrum dziatania przeciwnowotworowego
zwiazku 90 (R' = Ph) w poréwnaniu z jego analogiem 91 (R' = 4-CIPh) oraz odnotowane
istotne réznice w aktywnosci zwiazkéw 101 (R' = Ph) i 102 (R' = 4-CIPh) (Tabele 7 i 8),
przemawialty za celowoscia kontynuowania poszukiwan potencjalnych $srodkéw
przeciwnowotworowych ~ ws$réd  analogowych  pochodnych  4-chloro-2-merkapto-
benzenosulfonamidu, zroéznicowanych efektami elektronowymi podstawnikéow R'.
Do testow in vitro skierowano kolejny szereg N-(4-nitrofenylo)tiohydrazonianow S-(5-

chloro-4-metylo-2-sulfoamoilofenylowych) (97, 103-107).

NO»,
Zw. R
RA__N.
T o7 | o
cl S 103 4-O,NPh
j@[ NH 104 4-MePh
Me /S\/ 2 105 4-MeOPh
O/ be) 106 3-Br-4-HOPh
107 2-naftyl
97, 103-107

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa wykazaty zwiazki 97, 104-107 (Tabele 9 i1 10,
publikacja P6). Uwage zwraca niskie stezenie mikromolowe, przy ktoérych zwiazki 104-106
hamuja wzrost wszystkich 56 badanych linii komoérkowych (wartosci srednie Glso = 1,9 — 3,1
uM). Szerokim spektrum dzialania charakteryzuja si¢ rowniez zwiazki 97 1 107 o nieco
stabszej aktywnosci (Glsp = 6,0 — 19,1 uM), przy czym zwiazek 107 wyrdznia si¢
wybiorczym dziataniem wobec linii komorkowej T-47D raka piersi (Glso < 0,01 uM) (Tabele
91 10, publikacja P6).

Tabela 9. Ogolna charakterystyka aktywnosci przeciwnowotworowej in vitro zwiazkow 97,
103-107*

Nr Glso[uM] | Liczba linii komérkowych speliajacych kryterium aktywnosci / liczba badanych linii
ZW. (wartos¢ komorkowych.
$rednia) Zakres stgzen cytotoksycznych dla parametrow Glso, TGI i LCs

Glso [UM] TGI [uM] LCso [ uM]

Liczba Zakres Liczba | Zakres Liczba | Zakres
97 6,0 56/56 1,8-18,8 54/56 5,7-97,0 46/56 19,7 - 96,0
104 1,9 56/56 0,3-19,5 54/56 4,1 -46,3 46/56 4,8 - 86,3
105 2,6 56/56 0,03 -21,1 55/56 1,3-86,9 48/56 4,3 - 86,3
106 3.1 56/56 0,6 —51,6 52/56 1,8-53,3 41/56 6,1 -76,4
107 19,1 54/57 <0,01-84,0 34/57 8,8 83,7 16/56 48,6 — 98,3

* Zwiazek 103 (podany w stezeniu 0,1 mM) nie spetniat kryterium selekcji w przedwstgpnym badaniu na trzech
liniach komdrkowych raka piersi (MCF7), raka ptuc (NCI-H460) i raka mozgu (SF-268).



Tabela 10. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa in vitro zwiazkow 97, 104-107 wobec wybranych
linii komoérkowych nowotworow ludzkich (Glso < 5,0 uM)

RE__N.
Y/ H 97 i-Bu
Cl S 104 4-MePh
:@i 105 4-MeOPh
Me o~ NH> 106 3-Br-4-HOPh
e 97, 104-107 107 2-naftyl
Nr | Typ nowotworu Glsy | TGI | LCs Nr Typ nowotworu Gl TGI LCs
zw. | Linia komorkowa M | pM | M zw. | Linia komdrkowa uM uM uM
97 | Bialaczka cd. | NCI-H460 23 9,7 86,3
SR L8 |62 | * 104 | N. okreznicy
MOLT-4 46 | * * COLO 205 1,8 53 *
RPMI-8226 25 [ 73 |96,0 HCC-2998 1,2 2,7 5.8
N. pluc HCT-116 1,1 2,3 4,8
NCI-H226 28 |78 |272 HCT-15 3.8 24,6 *
NCI-H23 3,7 | 12,6 | 394 HT29 1,3 3,1 7,4
NCI-H322M 38 | 155394 KM12 1,0 2,6 7,0
NCI-H460 4,0 | 17,8 | 63,1 SW-620 2,5 10,5 47,5
N. okreznicy N. mézgu
HCC-2998 25 163 |225 SF-268 1,2 5,6 32,6
HCT-116 3,5 | 13,0 | 36,2 SF-295 1.4 2,9 6,0
HT29 39 | 153 51,0 SF-539 0,6 2,1 6,6
KM12 33 | 13,2 36,2 SNB-19 1,5 4,1 15,3
N. mozgu U251 1,5 3,7 *
SNB-75 4,0 | 18,7 | 45,7 Czerniak
SF-295 23 |57 | 197 LOX IMVI 1,0 2,6 6,5
Czerniak MALME-3M 1,6 4,7 17,3
Ml14 4,9 | 16,5 | 42,6 M14 1,3 3,1 7,3
UACC-62 3,1 [ 89 |295 SK-MEL-28 34 12,2 36,6
N. jajnika SK-MEL-5 0,8 2,2 5,4
OVCAR-3 3,1 | 7,0 | 236 UACC-62 1,5 34 7,4
OVCAR-4 50 | 205|579 N. jajnika
N. nerki IGROV1 2,4 14,6 *
CAKI-1 22 |68 |250 OVCAR-3 0,9 2,2 52
RXF 393 4,1 19,0 | 55,3 OVCAR-4 0,7 3,4 *
SN12C 28 199 | 331 OVCAR-5 1,9 5,5 20,2
TK-10 29 |83 | 288 SK-OV-3 1.4 32 7,3
N. prostaty N. nerki
PC-3 3,1 11,9 | 37,5 768-0 1,7 32 6,1
N. piersi A498 1,8 4,5 13,0
MCF7 23 |73 | * ACHN 2,0 5,0 15,8
MDA-MB-231/ATCC | 2,8 | 9,5 | 40,0 CAKI-1 1,3 2,7 5,4
MDA-MB-435 29 194 | 321 RXF 393 1,7 4,2 12,3
T-47D 30 |83 |415 SN12C 1,6 3,9 9,2
TK-10 1.4 33 7,6
104 | Bialaczka UO-31 2,5 10,7 32,7
K-562 43 | 14,8 | 384 N. prostaty
MOLT-4 33 | 12,3 ] 350 PC-3 1,9 5,4 19,5
RPMI-8226 1,9 |50 |214 DU-145 1.4 3,5 8,2
SR 0,9 3,5 * N. piersi
N. pluc MCF7 1,7 4,6 21,2
A549/ACTT 3,1 12,9 | 45,5 NCI/ADR-RES 1,6 4,1 11,8
EKVX 4,0 | 16,0 | 61,0 MDA-MB-231/ATCC | 0,3 1,5 4,9
HOP-62 25 [ 6,6 |233 HS-578T 1.4 55 55,7
HOP-92 1,4 |36 |91l MDA-MB-435 1,5 3,8 9,4
NCI-H226 1,4 (33 |76 T-47D 2,2 53 19,1
NCI-H23 1,2 [ 2,7 |62
NCI-H322M 1,7 |50 |179
* Wartosci TGI 1 LCsy > 100 pM ciqg dalszy
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Nr | Typ nowotworu Glso | TGI | LCs Nr Typ nowotworu Glsg TGI LCs
zw. | Linia komorkowa M [ M | uM zw. | Linia komérkowa uM uM uM
105 | Bialaczka cd. RPMI-8226 1,6 43 *
K-562 3,8 12,2 | 35,0 106 | N. ptuc
MOLT-4 3,7 13,7 | 37,1 A549/ATCC 4,0 29,6 *
RPMI-8226 24 |65 23,4 HOP-62 5,0 16,8 454
SR 2,1 54 | * NCI-H226 2,6 7,1 30,5
N. pluc NCI-H23 2,4 7,5 27,7
A549/ATCC 3,7 16,8 | 81,6 NCI-H322M 2,3 7,4 27,5
EKVX 3,1 10,4 | 36,2 NCI-H460 2,9 10,1 68,7
HOP-62 3,0 10,0 | 31,3 N. okreznicy
HOP-92 1,2 |35 9,8 COLO 205 4,2 17,6 *
NCI-H226 24 |52 | 427 HCC-2998 1,6 3,8 9,1
NCI-H23 1,9 |40 |82 HCT-116 2,9 10,6 33,8
NCI-H322M 2,3 7,1 25,8 HCT-15 3,5 23,2 *
NCI-H460 4,7 | 22,0 | 87,5 HT29 3,2 7,3 *
N. okreznicy KM12 1,9 4,1 8,7
COLO 205 4,0 | 22,1 | * SW-620 3,5 11,6 45,4
HCC-2998 1,6 |32 |61 N. mozgu
HCT-116 1,7 |32 |61 SF-268 2,2 8,1 42,2
HT29 20 (40 |79 SF-295 2,0 3,9 7.4
KM12 2,2 |58 200 SF-539 33 8,7 58,6
SW-620 3,0 10,9 | 33,0 SNB-19 4,4 16,1 82,3
N. mézgu U251 2,8 11,1 47,1
SF-268 2,8 10,8 | 46,2 Czerniak
SF-290 20 |40 |78 LOX IMV1 2,1 4,5 -
SF-539 22 | 4,7 11,0 MALME-3M 1,7 43 13,5
Czerniak M14 2,6 7,1 33,3
LOX IMV1 2,0 |49 15,2 SK-MEL-2 3,9 53,3 *
MALME-3M 22 | 6,7 | 247 SK-MEL-28 2,6 5,7 27,4
M14 2,7 192 | 304 SK-MEL-5 1,8 3,3 6,1
SK-MEL-28 34 10,2 | 32,0 UACC-62 1,7 3,8 8,2
SK-MEL-5 0,03 13 |43 N. jajnika
UACC-62 1,9 |45 11,6 IGROV1 4,2 19,9 67,3
N. jajnika OVCAR-3 2,0 4,0 7,9
IGROV1 3,3 86,9 | * OVCAR-4 34 7,9 *
OVCAR-3 1,6 | 3,3 6,6 OVCAR-5 2,0 4,7 12,4
OVCAR-4 1,9 |46 | * SK-OV-3 4,3 18,5 *
OVCAR-5 3,1 11,1 | 333 N. nerki
SK-OV-3 2,6 |58 17,6 786-0 3,8 13,5 45,5
N. nerki ACHN 3,0 12,9 38,4
786-0 3,2 12,3 | 35,1 CAKI-1 2,3 5,2 15,3
A498 0,1 2,6 13,4 RXF 393 0,6 3,5 27,0
ACHN 33 12,0 | 34,7 SN12C 2,3 5,2 16,5
CAKI-1 1,8 | 3,8 8,0 TK-10 2,0 5,1 17,7
RXF 393 1,6 |45 * N. prostaty
SN12C 22 |42 8,3 PC-3 3,2 8,5 33,6
TK-10 2,1 4,5 9,6 N. piersi
UO0-31 4,8 17,4 | 42,4 MCF7 2,1 5,0 19,7
N. prostaty NCI/ADR-RES 2,6 8,5 42,0
PC-3 2,7 11,5 | 33,8 MDA-MB-231/ATCC 1,7 4,6 19,4
DU-145 22 |45 9,2 HS-578T 2,9 9,2 68,5
N. piersi MDA-MB-435 1,8 34 6,5
MCF7 2,6 | 7,6 | 268 T-47D 2,5 6,6 *
NCI/ADR-RES 2,1 54 | * 107 | N. pluc
MDA-MB-231/ATCC | 2,1 4,2 8,5 HOP-92 1,3 19,6 48,6
HS-578T 1,1 3,5 21,5 N. okreznicy
MDA-MB-435 2,5 7,8 | 27,7 HCT-116 4,7 * *
T-47D 3,6 19,0 | 387 N. moézgu
106 | Bialaczka SF-539 4,1 18,7 49,4
HL-60(TB) 1,9 | * N. piersi
K-562 2,7 * HS-578T 2,1 8,8 88,1
MOLT-4 2,9 * T-47D <0,01 83,7 *

* Wartosci TGI i LCso > 100 uM
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Na zwrocenie uwagi wydaje si¢ zastugiwac¢ poréwnywalna ilos¢ linii komérkowych (54 — 56)
wrazliwych (Glsp = 0,01 — 84,0 uM) na dziatanie zwiazkéw 102, 104-107 z
elektronoakceptorowym podstawnikiem R' = 4-CIPh, 4-MePh, 4-MeOPh, 3-Br-4-HOPh lub
2-naftyl, i zwiazku 97 z elektronodonorowym podstawnikiem R' = i-Bu (Tabele 7 i 9).
Nadmieni¢ nalezy, ze podobny wpltyw skrajnie réznych efektow elektronowych
podstawnikéw na aktywnos$¢ przeciwnowotworowa 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu
stwierdzono  wcze$niej w  szeregu badanych 1-allilo-3-amino-2-(5-R-4-chloro-2-
merkaptobenzenosulfonylo)guanidyny, w ktérych porownywalna aktywno$¢ pochodnych z
podstawnikiem R = Me lub 4-CIPANHCO tlumaczono mozliwoscia ich dziatania na

odmienne cele biochemiczne cyklu komoérkowego nowotworow [71].

Zalezne od podstawnikow R' réznice w aktywno$ci omawianych zwiazkow 97, 102,
104-107 sa wyrazniej dostrzegalne przy pordéwnaniu liczebno$ci linii komorkowych
najbardziej wrazliwych na ich dziatanie, zwlaszcza w zakresie niskich stezen Glsp = 0,01 —
5,0 uM (Tabele 8 1 10). Daje si¢ zauwazy¢, ze zwiazki o zblizonych efektach elektronowych
podstawnikéw R' (4-MePh, 4-MeOPh, 3-Br-4-HOPh) 104-106 i poréwnywalnej aktywnosci
w zakresie stgzen Glsp = 1,9 — 3,1 uM, zachowuja wysoka aktywnos¢ (Glso < 2,0 uM) wobec
okreslonych typow komorek nowotworowych, takich jak: HCC-2998 okr¢znicy, SK-MEL-5 i
UACC-62 czerniaka, OVCAR-3 jajnika oraz RXF 393 nerki (Tabela 10).

Ogoétem w wyniku przeprowadzonych badan wyselekcjonowano 24 nowe pochodne
4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu (46-48, 50, 60, 63, 64, 67, 69, 70, 72, 74, 78, 79,
82, 83, 90, 91, 97, 102, 104-107) o interesujacym dziataniu przeciwnowotworowym. Po raz
pierwszy wykazano, ze aktywno$¢ i1 spektrum dzialania przeciwnowotworowego zaleza nie
tylko od wptywu podstawnikow w pozycji 5 pierScienia benzenowego i podstawnikéw atomu
azotu grupy sulfonamidowej, lecz moga by¢ rowniez korzystnie ksztattowane podstawnikami

atomu siarki grupy merkaptanowe;j.



81

Wyrézniajaca si¢ aktywnos¢ zwiazkow 63 1 67 (Tabela 3), 82 (Tabela 4), 74 (Tabela

6), 102 (Tabela 8) i 104-106 (Tabela 10), zwlaszcza w odniesieniu do pojedynczych lub
licznych linii komorek nowotworowych (Glso = 0,03 — 3,0 uM), wydaja si¢ upowaznia¢ do

wskazania ich struktur jako wiodacych:

uj@[s cl S
[N\ NO H H
N_ N 2 N N_ _NH
1 - P
R //S\\ \\( S //S\\ Me
O OHN. .Me 0 O OHN. = Me
H N
o)
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67: (R! = 4-CIPhNHCO)
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104 H Me
105 H MeO
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4.3.2. Wplyw niektorych sposrod otrzymanych w pracy nowych pochodnych 4-chloro-2-

merkapto-N-(4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu na  hamowanie funkcji
integrazy HIV-1

Znane z aktywnosci skierowanej wobec HIV niektore pochodne 4-chloro-2-merkapto-
N-(1H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu [62,63] okazaty si¢ efektywnymi inhibitorami
integrazy HIV-1 [106]. Sktonito to do przeprowadzenia syntez nie opisanych wczesniej
strukturalnie  zblizonych  pochodnych  4-chloro-2-merkapto-N-(4H-1,2,4-triazol-3-ylo)
benzenosulfonamidu (109-141), w celu poznania ich wptywu na hamowanie funkcji integrazy
HIV-1 i ewentualnych zaleznosci struktura — aktywnos¢.

Do testéw biologicznych wytypowano 5-(benzylokarbamoilo- lub arylokarbamoilo-4-
chloro-2-merkapto-N-(4-alkilo-4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidy (112-119),
5-arylokarbamoilo-4-chloro-2-merkapto-N-(4-arylo-4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfon-
amidy (121-126) 1 dwie pochodne kwasu 2-{5-chloro-4-karbamoilo-2-[(4-alkilo-4H-1,2,4-
triazol-3-ylo)aminosulfonylo]fenylotio } octowego (140, 141). Ich wplyw na integrazg HIV-1
ocenial Department of Pharmaceutical Sciences, University of Southern California (Los
Angeles, USA) w testach in vitro z uzyciem oczyszczonej integrazy HIV-1 i podwojnego
oligonukleotydu (21-merowego), o sekwencji odpowiadajacej fragmentom U5 lub U3 -
powtarzalnych sekwencji koncowych (LTR) retrowirusowego DNA [106]. Zastosowana
metodyka pozwala na ilo§ciowe oznaczenie stopnia hamowania dwoch charakterystycznych
procesOw enzymatycznych przebiegajacych z wudzialem integrazy HIV-1 1 zwiazku
testowanego. Pierwszy z nich jest procesem odszczepiania dinukleotydu 3°-GT z
modelowego podwodjnego oligonukleotydu, zwany w pismiennictwie jako ,,3"-processing”
(3’-Proc), a nastgpny procesem kowalencyjnego wbudowania powstatego produktu (19-
merowego) do tancucha kolejnego identycznego podwojnego oligonukleotydu (modelowego
DNA gospodarza) o nazwie —,,strand transfer” Iub ,,3-end joining” (ST) [106,176].

Parametr ICsy dla procesu 3'-Proc wyznaczono na podstawie krzywych
przedstawiajacych zalezno$¢ procentowego hamowania procesu enzymatycznego od stgzenia
badanego zwiazku. Podobnie wyznaczono parametr ICsy dla procesu ST. Okreslaly one
interpolowane wartosci odpowiadajace st¢zeniom, przy ktorych stopien inhibicji wynosit
50%. Badania przeprowadzono w szerokim zakresie st¢zen od 1 do 1000 uM. Wartos¢ ICsp <
10 uM przyjmuje si¢ za wielko$¢ progowa przy typowaniu struktur wiodacych [177].

Wszystkie testowane zwiazki wykazaty zalezna od struktury zdolno$§¢ hamowania
funkcji integrazy HIV-1 (Tabela 11) i postuzyty dla przeprowadzenia tréjwymiarowej analizy
QSAR metoda analizy poréwnawcze] po6l molekularnych (CoMFA) oraz analizy
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porownawczej indeksow podobienstwa molekularnego (CoMSIA). Wyrdzniajacymi sig
aktywnoscia sa zwiazki 122 (ICsp = 3,9 uM) oraz 119, 123 i 124 (ICso = 6,0 — 12,0 uM)
(publikacja P8).

Tabela 11. Zdolno$¢ hamowania in vitro funkcji integrazy HIV-1, tj. proceséw 3°-Proc i ST
pochodnych 4-chloro-2-merkapto-N-(4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu 112-119,
121-126, 140 i 141

112-119, 121-126, 140, 141

ICs0 (UM)
Nr zwigzku R' R? R’ 3*-Proc ST
112 PhCH, Bu H 89,1 70,8
113 4-MePh Pr H 40,7 39,8
114 4-MePh Bu H 60,2 33,9
115 4-C1Ph Bu H 36,3 43,6
116 4-C1Ph i-Bu H 38,0 39,8
117 4-MeOPh i-Bu H 75,8 100,0
118 4-MePh s-Bu H 199,5 112,2
119 4-MePh PhCH, H 8,9 7,9
121 Ph 4-FPh H 45,7 50,1
122 4-C1Ph 4-MePh H 3.9 3.9
123 Ph 4-C1Ph H 6,0 12,0
124 Ph 4-MePh H 6,0 10,0
125 4-FPh 4-FPh H 79,4 37,1
126 4-CIPh 4-FPh H 37,1 37,1
140 H Bu CH,COOH 333,0 333,0
141 4-MePh Pr CH,COOH 43,6 43,6
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W szeregu pochodnych z wolna grupa merkaptanowa (R® = H) uwage zwraca fakt, ze
ich aktywno$¢ jest zalezna zarowno od podstawnikow arylokarbamoilowych w pozycji 5
pierécienia benzenowego, jak i podstawnikow (R?) w pozycji 4 pierécienia triazolowego, przy
czym bardziej znaczacy wplyw posiada trafno$¢ doboru podstawnika R Przemawia za tym
migdzy innymi pordwnanie analogowych zwiazkow, krancowo rozniacych si¢ aktywnoscia
119 (R* = PhCH,) i 118 (R? = s-Bu) lub 122 (R* = 4-CIPh) i 126 (R* = 4-FPh) (Tabela 11).

W mniejszym stopniu na aktywno$¢ wplywaja modyfikacje podstawnika R'. Zwiazek
122 (R' = 4-CIPh) jest zaledwie dwukrotnie bardziej aktywny od analogu 124 (R' = Ph),
podobnie jak analogi 115 (R' = 4-CIPh) i 112 (R' = PhCH,) lub 116 (R' = 4-CIPh) i 117 (R' =
4-MeOPh) (Tabela 11).

Uwage zwraca okoto 10-krotnie wyzsza aktywno$é zwiazku 122 (R' = 4-CIPh, R* = 4-
MePh) w porownaniu z aktywnoscia jego analogow (R' = 4-CIPh) zawierajacych
elektronodonorowe podstawniki R* = Bu (115) lub R* = i-Bu (116) (Tabela 11). Z kolei
poréwnywalna aktywno$é zwiazku 126 (R' = 4-CIPh, R? = 4-FPh) i jego analogow (R' =
4-CIPh) z elektronodonorowymi podstawnikami R’ = Bu (115) i R? = i-Bu (116) moze
wskazywaé, ze wplyw efektu elektronoakceptorowego podstawnika R” nie jest jedynym
czynnikiem wptywajacym na omawiang aktywnos¢. Wydaje sig tez sugerowac, ze dziatanie to
zalezy réwniez od wplywu innych efektow, na przyktad objetosciowych, co znajduje
potwierdzenie w obliczonych teoretycznie wartos$ciach refrakcji molowej (R),) podstawnikow
R? (Ry: 4-MePh > 4-CIPh > PhCH, > 4-FPh > alkil).

Na zwrécenie uwagi zastuguje takze zwiazek 141 (R' = 4-MePh, R> = Pr, R’ =
CH,COOH), ktéry jest pierwsza z poznanych dotad S-podstawionych pochodnych 4-chloro-
2-merkaptobenzenosulfonamidu wykazujacych znaczacy wpltyw na hamowanie funkcji

integrazy HIV-1 (Tabela 11).

Poréwnanie wyrdzniajacych si¢ aktywnoscia pochodnych 5-arylokarbamoilo-4-
chloro-2-merkapto-N-(4-R*-4H-1,2.4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu 119, 122-124 z
poznanymi wczesniej inhibitorami integrazy HIV-1, tj. zblizonymi strukturalnie 4-chloro-2-
merkapto-5-metylo-N-[5-(R-amino)-1H-1,2,4-triazol-3-ylo]benzenosulfonamidami (R = Ph,
4-MePh, 4-MeOPh, 3-MeOPh lub 3,4,5-tri-(MeO)-Ph, ICsy = 6,3 — 22,4 uM (dla procesu
3"-Proc) 1 ICsp = 12,6 — 23,9 uM (dla procesu ST) [106] wskazuje, ze korzystny wptyw na
aktywno$¢ wywiera zarowno elektronoakceptorowe ugrupowanie arylokarbamoilowe w
pozycji 5 piericienia benzenowego jak i podstawnik arylowy (R”) zwiazany bezposrednio lub
mostkiem metylenowym z atomem N-4 pier§cienia 4H-1,2,4-triazolowego ICso = 3,9 — 8,9

uM 1 1Csp = 3,9 — 12,0 uM (odpowiednio dla proceséw 3 -Proc 1 ST) (Tabela 11).
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Wzglednie wysoka zdolnos¢ hamowania in vitro badanych proceséw enzymatycznych

(ICso = 3,9 — 10,0 uM) wydaje si¢ uzasadnia¢ typowanie zwiazkow 119, 122 i 124 jako
struktur wiodacych.
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5. Posumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa habilitacyjna zawiera omdwienie najwazniejszych
kierunkdw 1 wynikdw badan autora nad metodami syntezy, struktura i aktywnoscia
biologiczna nowych pochodnych 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu.

Stwierdzono, ze 3-amino-6-chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyny moga by¢
przeksztalcone w nie opisane wczesniej sole di- lub monopotasowe N-(4-chloro-2-
merkaptobenzenosulfonylo)cyjanamidu. Zwiazki te wykorzystano do opracowania
dogodnych metod syntezy nowych S,N-dipodstawionych pochodnych 4-chloro-2-
merkaptobenzenosulfonamidu, zawierajacych grupg cyjanowa, acykliczne ugrupowania
poliazotowe lub uktady heterocykliczne przy sulfonamidowym atomie azotu i podstawniki o
zrdéznicowanych efektach elektronowych przy atomie siarki w pozycji 2. Przedstawiono takze
sposob syntezy nowych S-podstawionych 4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidéw z wolna
grupa sulfonamidowa.

Wykazano, ze otrzymane zwiazki posiadaja zalezna od struktury zdolno$¢ hamowania
wzrostu ludzkich komoérek nowotworowych w testach in vitro. Okre§lono niektore zalezno$ci
struktura — aktywnos$¢ i po raz pierwszy odnotowano, ze znaczaca aktywnoscia i szerokim
spektrum dziatania przeciwnowotworowego moga by¢ obdarzone S-podstawione pochodne
4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu nie zawierajace podstawnika przy atomie azotu
grupy sulfonamidowej. Wskazano nowe struktury wiodace, do ktorych naleza migdzy innymi:
2-(2-benzylotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)-3-metyloamino-1-(5-nitrotienylideno)
guanidyna (63), 2-benzylotio-4-chloro-5-karbamoilo-N-(5,6-difenylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)
benzenosulfonamid (74), 1-(2-benzylotio-4-chloro-5-fenylokarbamoilobenzenosulfonylo)-3-
(2-oksobutyl-3-ylidenoimino)guanidyna (82) i1 N-(4-nitrofenylo)benzotiohydrazoniany S-(5-
chloro-4-metylo-2-sulfoamoilofenylowe) (102, 104-106).

Stwierdzono rowniez, ze reakcje N-podstawionych 3-amino-6-chloro-7-R-1,1-diokso-
1,4,2-benzoditiazyny z wodzianem hydrazyny i1 N, N-dimetyloformamidem przebiega¢ moga z
utworzeniem odpowiednich 4-chloro-2-merkapto-5-R-N-(4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzeno-
sulfonamidéw. Opracowana ogoélna metoda ich syntezy jest tez tatwym sposobem
funkcjonalizowania pierscienia triazolowego w pozycji 4 i benzenowego w pozycji 5.

Stwierdzono, ze otrzymane 4-chloro-2-merkapto-5-R'-N-(4-R*-4H-1,2,4-triazol-3-
ylo)benzenosulfonamidy posiadaja zdolno$¢ hamowania funkcji integrazy HIV-1 w testach in
vitro. Zaobserwowano wyrazna zalezno$§¢ aktywnosci od '"efektu objgtosciowego"”
podstawnika w pozycji 4 piericienia triazolowego (R?) oraz korzystny wplyw efektu

elektronoakceptorowego podstawnika R' w pozycji 5 pierécienia benzenowego. Strukturami
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wiodacymi w tej grupie sulfonamidéow, hamujacymi badane procesy enzymatyczne przy
wartosciach ICsop = 3,9 — 10,0 uM, okazaty si¢ 4-chloro-2-merkapto-5-(4-metylofenylo-
karbamoilo)-N-(4-benzylo-4H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamid (119), 4-chloro-5-(4-
chlorofenylokarbamoilo)-2-merkapto-N-[4-(4-metylofenylo)-4H-1,2,4-triazol-3-ylo]benzeno-
sulfonamid (122) i 4-chloro-5-fenylokarbamoilo-2-merkapto-N-[4-(4-metylofenylo)-4H-
1,2,4-triazol-3-ylo]benzenosulfonamid (124).

Wyniki testow biologicznych in vitro typowanych do oceny 54 nowych pochodnych
4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidu pozwolity na wyselekcjonowanie 24 zwiazkéw o
dziataniu przeciwnowotworowym i 16 inhibitoréw integrazy HIV-1, a ich struktury wiodace
wydaja si¢  wytycza¢ nowe, obiecujace  kierunki  poszukiwan  2-merkapto-
benzenosulfonamidow o wspomnianych rodzajach aktywnosci biologiczne;.

Ogoétem w pracy przeprowadzono syntezy 159 nowych zwiazkow, ktorych budowe
chemiczna potwierdzono wynikami analizy elementarnej i metodami spektroskopowymi (IR,
'H-NMR, "“C-NMR i MS), a w uzasadnionych przypadkach takze badaniami

rentgenostrukturalnymi.
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